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Riassunto 
La malattia di Alzheimer (MA) è una malattia neurodegenerativa che rappresenta da sola 
circa i due terzi di tutte le forme di demenza. La MA è caratterizzata clinicamente da un 
progressivo deterioramento delle funzioni cognitive e da atrofia cerebrale che si localizza 
prevalentemente a livello della neocorteccia. A livello microscopico, il cervello di un 
individuo affetto è caratterizzato dalla presenza extracellulare di placche senili, costituite 
da un eccessivo deposito del peptide β-amiloide, che deriva dal taglio proteolitico della 
proteina precursore dell’amiloide (APP), ad opera degli enzimi β-secretasi (BACE1) e γ-
secretasi. Inoltre si riscontra la presenza di grovigli neurofibrillari intracellulari, dovuti 
all’iperfosforilazione della proteina tau. 
Circa l’1-5% dei casi della malattia è riconducibile a mutazioni causative a carico dei geni 
PSEN1, PSEN2 (codificanti per componenti della γ-secretasi) e APP (codificante la 
proteina APP), mentre nella maggior parte dei casi si manifesta in maniera sporadica, 
verosimilmente in seguito all’interazione di fattori di suscettibilità genetici, il più noto dei 
quali è l’APOε4, e fattori di origine ambientale, come lo stile di vita, l’alimentazione e 
l’esposizione ad inquinanti. In particolare sempre più studi hanno mostrato come un deficit 
di acido folico con compromissione del ciclo dei folati, fondamentale per la sintesi di 
importanti composti cellulari e per la metilazione di DNA e altre macromolecole, sia 
associato ad un aumentato rischio di sviluppare la MA. I fattori ambientali 
promuoverebbero infiammazione e stress ossidativo in grado di indurre danno al DNA e 
compromissione dei meccanismi per la sua riparazione. Sempre più studi hanno inoltre 
evidenziato che diversi fattori ambientali sono in grado di indurre alterazioni epigenetiche 
in grado di contribuire allo sviluppo della MA; in particolare, alterazioni della metilazione 
del DNA sono state osservate sia a livello di tessuto cerebrale post-mortem che in cellule 
di sangue periferico di individui con MA.  
Nel presente lavoro di tesi sono stati ricercati possibili marcatori epigenetici periferici in 
soggetti affetti da MA. A tale scopo sono stati condotti due studi. In un primo studio 
(studio 1) sono stati valutati i livelli di metilazione di geni coinvolti nel processamento del 
peptide β-amiloide (PSEN1 e BACE1), nella metilazione del DNA (DNMT1, DNMT3A e 
DNMT3B) e nel metabolismo dei folati (MTHFR) mediante la tecnica Methylation-
Sensitive High Resolution Melting (MS-HRM) e i valori ottenuti sono stati correlati con 
fattori di rischio per la MA, come l’età, il sesso, biomarcatori del ciclo dei folati, quali 
l’omocisteina, folati e vitamina B12 e presenza del genotipo APOE ε4. Inoltre in un 
sottogruppo di questi individui sono state analizzate le forze di connessione tra le variabili 
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analizzate mediante l’applicazione di reti neurali artificiali (ANN). Dato che è ben noto che 
nel cervello e nei tessuti periferici di individui con MA vi è sia un aumentato danno al 
DNA che una alterazione dei meccanismi della sua riparazione, in un secondo studio 
(studio 2) sono stati valutati i livelli di metilazione di 25 geni che codificano per proteine 
coinvolte nella riparazione del DNA,  mediante la MS-HRM e mediante un array di 
metilazione.  
Tutti i geni analizzati nello studio 1 sono risultati essere ipometilati, con un livello di 
metilazione inferiore al 5%, tranne il gene MTHFR che ha mostrato dei livelli di 
metilazione compresi tra il 5 e il 75%. Nessuna differenza significativa nei livelli di 
metilazione dei geni analizzati è stata osservata tra i pazienti e i controlli. Inoltre, 
l’elaborazione dei risultati mediante l’applicazione delle ANN ha evidenziato interessanti 
correlazioni tra i livelli di metilazione dei geni PSEN1, BACE1, MTHFR e delle DNMT e i 
livelli plasmatici di omocisteina, folati e vitamina B12.  
Nello studio 2 sia la MS-HRM che l’array di metilazione hanno mostrato che tutti i geni 
coinvolti nella riparazione del DNA analizzati sono altamente ipometilati sia nei pazienti 
con MA che nei controlli, e non è stata evidenziata nessuna differenza tra i due gruppi in 
esame.  
In conclusione, dal momento che non sono state osservate differenze tra i pazienti e i 
controlli, l’analisi di metilazione dei geni investigati non sembrerebbe essere un utile 
biomarker nella discriminazione tra pazienti e controlli. Tuttavia, nel loro insieme i risultati 
ottenuti suggeriscono che c’è una stretta correlazione tra i livelli di metilazione dei geni 
analizzati a livello del sangue periferico e i livelli plasmatici di omocisteina, folati e 
vitamina B12, noti biomarcatori associati alla MA. 
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1. Introduzione 
La malattia di Alzheimer (MA) è una malattia neurodegenerativa che rappresenta da sola 
circa i due terzi di tutte le forme di demenza. E’ caratterizzata clinicamente da un 
progressivo deterioramento delle funzioni cognitive e da atrofia cerebrale che si localizza 
prevalentemente a livello della neocorteccia. Sebbene siano stati ben caratterizzati i 
principali eventi patogenetici molecolari che portano alla malattia, si sa ancora poco 
riguardo le cause che la inducono e nessun tipo di trattamento in grado di curare la malattia 
è al momento disponibile (Scheltens et al., 2016).  
La malattia prende il nome da Alois Alzheimer, psichiatra bavarese che nel 1906 durante 
un convegno di psichiatria presentò il caso di una sua paziente, Auguste D., donna di 51 
anni affetta da una sconosciuta forma di demenza. Nel presentare il caso clinico Alzheimer 
ipotizzò che le grosse lesioni cerebrali analizzate all’esame autoptico del cervello della 
paziente potevano essere la causa dei disturbi cognitivi osservati. Solo nel 1910 venne dato 
un nome alla malattia, da Emil Kraepelin, psichiatra tedesco, che nel suo trattato 
"Psichiatria" definiva una nuova forma di demenza scoperta da Alzheimer, chiamandola 
appunto malattia di Alzheimer (Tanzi e Bertram, 2005).  
Per diverse ragioni, non ultima la mancanza di test diagnostici specifici e affidabili, è 
difficile fornire dati precisi sulla incidenza della MA. Ѐ stimato che circa 40 milioni di 
persone sopra i 60 anni sono affetti da demenza e questo numero sembra destinato a 
raddoppiare nei prossimi vent’anni (Scheltens et al., 2016). Generalmente la malattia 
esordisce intorno agli 80 anni, sebbene esista una forma ad esordio precoce nella quale la 
malattia insorge prima dei 65 anni. Sia la prevalenza che l’incidenza della MA sono più 
elevate nelle donne rispetto agli uomini, specialmente in individui di età superiore agli 80 
anni (Qiu et al., 2007).  
 
1.1. Quadro clinico 
La patologia inizialmente si manifesta con alcuni sintomi premonitori tra i quali perdita di 
memoria, difficoltà nelle normali attività quotidiane, problemi di linguaggio, 
disorientamento nel tempo e nello spazio, diminuzione della capacità di giudizio, difficoltà 
nel pensiero astratto, cambiamenti di umore, di comportamento, di personalità e mancanza 
di iniziativa. In una seconda fase l’amnesia diviene più pronunciata e si accompagna a 
segni di agnosia (difficoltà nel riconoscere le persone), aprassia (difficoltà nel movimento) 
ed afasia (deterioramento del linguaggio), nonché disturbi nelle funzioni esecutive (Kidd, 
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2005). La fase terminale può sopraggiungere, nei casi più gravi, dopo soli tre anni 
dall’esordio, sebbene nella maggior parte dei casi giunge circa dopo venti anni; in questo 
stadio della malattia si assiste ad una perdita quasi totale delle funzioni vitali, apatia ed 
inerzia cui segue la morte per patologie collaterali, quali quelle a carico dell’apparato 
respiratorio. I pazienti con la MA giungono negli stadi avanzati a non poter più svolgere 
nessuna attività autonoma, vivendo uno stato di assoluta dipendenza dai familiari o dal 
personale sanitario.  
Una fase preclinica della MA è il decadimento cognitivo lieve (“Mild Cognitive 
Impairment”, MCI) che definisce la fase di transizione tra l’invecchiamento normale e la 
demenza. Si riferisce ad una popolazione di soggetti anziani che non sono compromessi 
nelle loro attività quotidiane ma che hanno un subclinico ed isolato deficit cognitivo e sono 
potenzialmente a rischio di sviluppare la MA (Petersen et al., 1999). Alcuni studi mostrano 
che circa il 30-60% dei pazienti ai quali è stato diagnosticato un decadimento cognitivo 
lieve progrediscono verso la MA (Bennet et al., 2002; Frisoni et al., 2009), entro un 
periodo di 4 anni (Petersen, 2007). Per tali ragioni questo stadio predemenziale risulta 
essere di notevole interesse nella ricerca di terapie preventive che siano in grado, se non di 
bloccare, almeno di rallentare la progressione verso la demenza (Praticò et al., 2002). 
Inoltre la diagnosi tempestiva di demenza permette una migliore gestione di alcune 
fondamentali implicazioni psicologiche e pratiche della malattia, influendo anche 
sull’equilibrio del contesto famigliare e sociale in cui il malato è inserito (Ashford 2007). 
 
1.2. Diagnosi 
La diagnosi di malattia di Alzheimer si pone in termini di probabilità dal momento che la 
certezza si può avere soltanto con l’esame istopatologico, inattuabile in vivo, in quanto 
richiederebbe la biopsia cerebrale. Il follow-up del paziente resta fondamentale nel 
confermare o riconsiderare la diagnosi inizialmente posta. 
Nel 1984 furono pubblicati dal National Institute of Neurological and Communicative 
Disorders and Stroke-Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS-
ADRDA) i primi criteri diagnostici che hanno segnato una svolta importante per la 
diagnosi della MA, poiché per la prima volta sono stati definiti con precisione gli aspetti 
clinici e strumentali determinanti per la diagnosi (McKhann et al., 1984). La diagnosi di 
MA era distinta in tre categorie: diagnosi possibile, diagnosi probabile, e diagnosi certa 
(esame istopatologico). Questi criteri hanno dimostrato una sensibilità nell’ordine dell’81% 
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e una specificità del 70% (Knopman et al., 2001). Da tali criteri emergevano due principi 
fondamentali per la diagnosi di MA: 1) la diagnosi clinica di MA poteva solo essere 
designata come “probabile” mentre il paziente era in vita e 2) la diagnosi clinica di MA 
poteva essere fatta solo quando la malattia era già ad uno stadio avanzato. Inoltre la 
mancanza a quel tempo di criteri clinici per altri tipi di demenza e la mancanza di 
biomarcatori portavano ad una diagnosi con bassa specificità di differenziazione tra la MA 
e le alte forme di demenza.  
Nel 2007 l’International Working Group (IWG) ha proposto nuovi criteri per la diagnosi 
della malattia, spostando la MA da entità clinico-patologica ad entità clinico-biologica 
(Dubois et al., 2014). Questi nuovi criteri proponevano di riconoscere la MA in vivo ed 
indipendentemente dalla demenza, in presenza di due requisiti essenziali. Il primo requisito 
è che sia avvenuto almeno uno specifico episodio di perdita della memoria che non viene 
rievocata con l’ausilio di suggerimenti (ad esempio la difficoltà di ricordare una lista di 
parole, anche con l’ausilio di indizi); questo profilo mnemonico differisce da quelli 
osservati in pazienti con demenze non associate alla MA, come la demenza 
frontotemporale, la paralisi sopranucleare progressiva, la malattia di Huntington, il 
disturbo depressivo maggiore o anche il normale invecchiamento, nelle quali il recupero di 
memoria è normalizzato con l’ausilio di suggerimenti (Lavenu  et al., 1998; Pillon  et al., 
1994; Fossati et al., 2004; Petersen  et al., 1992). Il secondo criterio è la presenza di un 
biomarcatore coerente e di supporto alla diagnosi di MA: risonanza magnetica strutturale 
(MRI), tomografia ad emissione di positroni (PET) con fluorodeossiglucosio (FDG PET) o 
con composto di Pittsburgh (PiB PET); analisi nel liquido cefalorachidiano (CSF) delle 
concentrazioni del peptide β-amiolide o della proteina tau (proteina tau totale e fosforilata).  
I criteri stabiliti dal gruppo IWG nel 2007 sono stati di ispirazione per i criteri che sono 
stati utilizzati nel 2011 dal National Institute on Aging-Alzheimer’s Association (NIA-AA) 
nella rielaborazione dei criteri NINCDS-ADRDA del 1984. Molti importanti sviluppi sono 
stati inclusi in questi nuovi criteri, come il riconoscimento di un lungo stadio pre-
demenziale. La MA viene inquadrata come un processo fisiopatologico continuo, che parte 
da una condizione preclinica, per poi passare ad una iniziale pre-demenza (MCI o “MA 
prodromica”), fino al quadro di demenza conclamato ed evolutivo. Inoltre, sono stati fatti 
importanti passi avanti nella diagnostica laboratoristica e strumentale, in particolare per 
quanto riguarda la PET, l’analisi del liquor e la genetica (Dubois et al., 2010; Sperling et 
al., 2011). Secondo le nuove linee guida per la diagnosi di demenza dovuta a MA si ha la 
suddivisione in a) demenza da MA probabile, b) demenza da MA possibile e c) demenza 
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da MA probabile o possibile con evidenza del processo fisiopatologico della MA. I primi 
due criteri sono utilizzati in ambito clinico e il terzo è attualmente da considerarsi nei 
contesti di ricerca. Si fa diagnosi di demenza quando sono presenti sintomi cognitivi o 
comportamentali che coinvolgano almeno due dei seguenti domini: 
- compromessa abilità di acquisire o ricordare nuove informazioni; 
- deficit nel ragionamento o nello svolgimento di compiti complessi, ridotta capacità di 
giudizio; 
- compromissione delle abilità visuospaziali; 
- alterazione del linguaggio; 
- modificazioni nella personalità, nel comportamento e nella condotta. 
La differenziazione della demenza dall’MCI si basa sulla determinazione se ci sia o meno 
interferenza significativa con la capacità delle normali attività quotidiane.  
La diagnosi di MA probabile si ha quando vengono osservati i criteri per la diagnosi di 
demenza più le seguenti caratteristiche: 
- esordio insidioso (sintomi che si manifestano gradualmente); 
- chiara evidenza di peggioramento cognitivo; 
- assenza di concomitanti malattie cerebrovascolari, o comunque demenza dovuta ad altre 
patologie neurologiche. 
La diagnosi di demenza da MA possibile si distingue nella demenza con decorso “atipico” 
nella quale si ha un improvviso esordio del declino cognitivo, e di una forma “mista” in cui 
vi è evidenza che la demenza è accompagnata da un ictus, o altri danni cerebrali che 
possono causare demenza.  
La diagnosi di demenza da MA probabile o possibile con evidenza del processo 
fisiopatologico della MA si fa con l’ausilio di biomarcatori. Questi biomarcatori di 
diagnosi vengono suddivisi in due gruppi:  
    a) i biomarcatori del deposito di peptide β-amiloide nel cervello:  bassi livelli di Ab42 
nel CSF e positività alla PET amiloide (Jacke et al., 2008; Chetelat et al., 2010). 
    b) i biomarcatori di degenerazione neuronale: elevati livelli di proteina tau (totale e 
fosforilata) nel CSF; diminuito uptake di 
18
fluorodeossiglucosio (PET) nella corteccia 
temporale; anomalie nella struttura dei lobi mediale, basale e del lobo temporale laterale e 
della corteccia mediale-parietale.  
In individui in cui si riscontrano i criteri per una diagnosi di demenza da MA probabile, la 
presenza di biomarcatori potrebbe incrementare la certezza che la demenza osservata 
clinicamente è dovuta al processo patofisiologico della MA (McKhann et al., 2011). 
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1.3. Caratteristiche neuropatologiche 
Il cervello di un soggetto affetto dalla malattia di Alzheimer presenta una consistente 
degenerazione neuronale (Figura 1). Risultano particolarmente colpite l'area corticale 
temporale mediale (ippocampo, amigdala e corteccia entorinale), l'area parietale e l'area 
frontale. Si osserva un aumento dell'ampiezza dei solchi cerebrali ed un incremento delle 
aree ventricolari. La degenerazione neuronale coinvolge inizialmente le spine dendritiche e 
le giunzioni sinaptiche per poi interessare il corpo neuronale portando alla totale scomparsa 
della cellula nervosa. Molto spesso anche nell'invecchiamento fisiologico sono 
riscontrabili i medesimi segni macroscopici ma, oltre che in maniera meno diffusa, 
interessano quasi principalmente l'area temporale (Sabuncu et al., 2011). 
 
 
Figura 1. Cambiamenti macroscopici a livello cerebrale nella MA. Fonte immagine: Alzheimer’s Association, 
www.alz.org. 
 
A livello microscopico la MA è caratterizzata da due fondamentali lesioni cerebrali che 
sono le placche senili ed i grovigli neurofibrillari costituite rispettivamente da depositi 
extracellulari del peptide β-amiloide (Aβ) e da aggregati intracellulari di proteina tau 
iperfosforilata (Figura 2). Entrambe le lesioni sono riscontrabili anche nei soggetti sani 
sebbene l’entità numerica sia assai minore (Katzman, 1993). 
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Figura 2. Segni microscopici caratteristici della MA. La freccia rossa indica una placca amiloide, la freccia nera indica 
un groviglio neurofibrillare. Immagine tratta dal sito web http://thebrain.mcgill.ca/ 
 
I grovigli neurofibrillari sono strutture fusiformi intracellulari, a gomitolo, localizzati nel 
citoplasma perinucleare e nei processi neuritici. Tali lesioni sono diffuse ed interessano sia 
gli strati superficiali sia quelli profondi della corteccia associativa, i neuroni dei nuclei 
della base ed alcuni nuclei del tronco encefalico. Sono costituiti principalmente dalla 
proteina tau, una delle proteine associate ai microtubuli (MAP) (Katzman, 1993). La 
funzione della proteina tau in condizioni fisiologiche è quella di interagire con la tubulina 
favorendo la formazione del microtubulo e insieme ad altre MAP garantirne la stabilità. 
Nei grovigli neurofibrillari la proteina tau è iperfosforilata e questo ne determina la 
polimerizzazione in dimeri insolubili che si aggregano formando i grovigli neurofibrillari. 
E’ probabile che le alterazioni del citoscheletro ostacolino i processi di trasporto assonale, 
fondamentale nel trasporto di sostanze di natura trofica ed energetica tra corpo cellulare e 
sinapsi. L’efficienza di questo trasporto è necessaria per mantenere buone connessioni 
neuronali; quando il trasporto viene alterato i neuroni degenerano e la rete neuronale 
coinvolta nelle varie funzioni cognitive e vitali viene interrotta, provocando i sintomi tipici 
di tale malattia (Morishima-Kawashima e Ihara, 2002). 
Le placche senili o amiloidi si localizzano extracellularmente. Sono strutture tondeggianti 
con un diametro compreso tra 50 e 200 μm costituite da assoni e dendriti degeneranti 
spesso circondati da astrociti reattivi e cellule della microglia, che si accumulano intorno 
ad un nucleo formato dal peptide Aβ, il quale genera una sostanza insolubile che tende ad 
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aumentare di consistenza nel tempo. Il principale componente proteico delle placche senili, 
il peptide Aβ, deriva dal taglio proteolitico di una glicoproteina proteina precursore 
dell'amiloide (APP). L'APP è una proteina transmembrana che ha un lungo segmento N-
terminale extracellulare ed un breve segmento C-terminale intracellulare (Kang et al., 
1987); è codificata da un gene posto sul cromosoma 21, il gene APP, ed è espressa in 
maniera ubiquitaria nel tessuto nervoso e in altri tessuti periferici (Joachim et al. 1989). La 
proteina intera è un recettore  che manda segnali attraverso le proteine G0 (Scheuermann et 
al., 2001). Mediante splicing alternativo, vengono prodotte dieci isoforme principali di 
APP (con misure comprese tra 563 e 770 amminoacidi), tutte potenzialmente 
amiloidogeniche e i neuroni esprimono principalmente l’isoforma contenente 695 
amminoacidi (Peña et al., 2006); in seguito la proteina è sottoposta ad una serie di 
modificazioni post-traduzionali durante il passaggio attraverso il reticolo endoplasmatico e 
l’ apparato di Golgi (Scheuermann et al., 2001) e solo una piccola percentuale viene 
trasportata alla superficie della membrana plasmatica attraverso vescicole secretorie 
(Selkoe et al., 1994). Una volta ancorata alla membrana la proteina va incontro a diverse 
vie cataboliche da parte di tre attività proteasiche dette α, β e γ secretasi (Figura 3).  
 
 
Figura 3. Processamento dell’APP (Zolezzi et al., 2014). 
 
L’attività α-secretasica (enzimi della famiglia ADAM: TACE e ADAM-10), che catalizza 
la via non amiloidogenica, taglia l’APP a livello extracellulare, pochi aminoacidi prima del 
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dominio idrofobico di membrana: si ottengono così un frammento esteso N-terminale 
extracellulare che viene rilasciato e un frammento C-terminale di 83 aminoacidi che 
rimane ancorato alla membrana. La β-secretasi (BACE1), che catalizza invece la via 
amiloidogenica, agisce sempre sul dominio extracellulare dell’APP formando un 
frammento N-terminale che viene pure secreto nello spazio extracellulare, ed un 
frammento C-terminale di 99 aminoacidi, che rimane ancorato alla membrana. La γ-
secretasi (attività legata alla funzione protesica di un complesso di proteine composte da 
Preseniline, nicastrina, PEN2 e APH1) agisce sui frammenti C83 e C99 formati dall’azione 
delle α- e β-secretasi; può agire operando un taglio sull’aminoacido 711 o sull’aminoacido 
713 dei frammenti C83 e C99. Da C83 si origina un peptide identificato come p3 non 
aggregante e non neurotossico, mentre da C99 deriva il peptide Aβ, che a seconda del 
punto di clivaggio della secretasi sarà di 40 o di 42 aminoacidi (Vassar et al., 2009). In 
condizioni fisiologiche circa il 90% dell’APP viene processato dalla α-secretasi (Peña et 
al., 2006) e comunque il peptide Aβ solubile non è presente in alte concentrazioni nei 
cervelli di pazienti neurologicamente sani; questo fa ipotizzare che nei pazienti con MA ci 
sia una eccessiva produzione del peptide Aβ o un deficit nel catabolismo del peptide 
stesso. 
 
1.3.1. Peptide beta-amiloide (Aβ) 
All’inizio degli anni ’90 è stata proposta la cosiddetta “ipotesi dell’amiloide” secondo la 
quale l’accumulo di Aβ sarebbe l’evento cruciale nella patogenesi della MA, cui 
seguirebbero una cascata di eventi che portano alla disfunzione e alla degenerazione del 
neurone e dei suoi processi (Hardy et al., 1992). Questa ipotesi è nata da tre fondamentali 
indizi: a) il Aβ è un normale prodotto catabolico cellulare; b) nella sindorme di Down 
(trisomia 21), in cui esiste una congenita iperproduzione di Aβ, dovuta ad un 
sovradosaggio genico dell’APP, si sviluppano le alterazioni cerebrali della MA; c) tutte le 
alterazioni genetiche identificate nei casi familiari ad esordio precoce determinano 
un’aumentata produzione o un’eccessiva aggregazione di peptide Aβ (Tabaton and Piccini, 
2005). 
Alcuni importanti studi hanno mostrato che il peptide Aβ probabilmente esercita la sua 
azione tossica prima ancora di accumularsi nelle placche. Numerosi sono i meccanismi 
attraverso cui il peptide Aβ esprime la tossicità neuronale. E’ ben noto che il peptide Aβ 
induce la produzione di specie reattive dell’ossigeno, così promuovendo stress ossidativo  
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e quindi apoptosi e necrosi cellulare (Butterfield  and Lauderback 2002; Butterfield et al., 
2001; Eckert et al., 2003; Galli et al., 1998; Keller et al., 1997). 
Arispe e collaboratori (Arispe et al., 1993) hanno mostrato che il peptide Aβ è capace di 
formare pori nel doppio strato lipidico delle membrane cellulari, e hanno suggerito che 
questi canali altererebbero l’ omeostasi cellulare portando a morte il neurone. Inoltre il 
peptide Aβ favorisce l’azione di neurotrasmettitori eccitatori come il glutammato e 
potrebbe così determinare una eccitotossicità dovuta ad un eccessivo ingresso di ioni Ca
2+
 
nella cellula (Mattson et al., 1992). Il peptide Aβ inoltre inibirebbe il potenziamento a 
lungo termine (LTP), meccanismo intimamente legato con la memoria, probabilmente 
limitando l’attività della protein chinasi A (PKA), e di conseguenza la fosforilazione di 
CREB. Questa proteina svolge un ruolo chiave sia nell’induzione che nel mantenimento 
del LTP, infatti aumentando i livelli di cAMP, che attiva la PKA, si protegge l’inibizione 
del LTP mediata dal Aβ (Vitolo et al., 2002).  
 
 
1.4. Genetica della MA 
Da un punto di vista genetico la MA viene suddivisa in una forma familiare ad esordio 
precoce (esordio prima dei 65 anni, early-onset familial Alzheimer disease EOFAD) che 
rappresenta circa il 5% dei casi di MA, dovuta a mutazioni in tre geni (APP, PSEN1, 
PSEN2) trasmesse con modelli di ereditarietà mendeliana, ed una forma sporadica ad 
esordio tardivo (esordio dopo i 65 anni, late-onset Alzheimer disease LOAD), che 
rappresenta il restante 95% dei casi di MA.  
 
1.4.1. Forme familiari della MA 
Studi di clonaggio posizionale hanno portato all’identificazione di tre geni le cui mutazioni 
portano all’insorgenza della forma familiare ad esordio precoce della MA: il gene dell’APP 
(amyloid precursor protein) che mappa sul cromosoma 21q, il gene PSEN1 (presenilin 1) 
che mappa sul cromosoma 14q e il gene PSEN2 (presenilin 2) che mappa sul cromosoma 
1q (Tanzi e Bertram, 2005). Numerosi studi hanno suggerito che le mutazioni in questi tre 
geni portano ad un risultato comune, ovvero ad un aumento della produzione del peptide 
Aβ-42 (Holmes, 2002). Dalla identificazione della prima mutazione missenso dell’APP 
responsabile dell’ emorragia cerebrale ereditaria con amiloidosi (HCHWA-D) (Levy et al., 
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1990) altre 23 mutazioni missenso dell’APP sono state identificate in 77 famiglie MA. Si 
ritiene che mutazioni a carico dell’APP coinvolgano meno dello 0,1% dei pazienti MA. 
Tutte le mutazioni missenso dell’APP interessano il processamento dell’APP stessa e in 
effetti esse si trovano principalmente a livello degli esoni che codificano per il peptide Aβ 
(esoni 16 e 17 dell’APP). La presenza di tali mutazioni determina un cambiamento del 
processamento dell'APP con un aumento dell'accumulo del peptide Aβ e formazione delle 
placche senili. Nel 2009 è stata scoperta una mutazione recessiva del gene nel APP 
(A673V) collegata all'AD familiare (Di Fede et al., 2009).  
Attualmente sono note 185 mutazioni a carico di PSEN1 e 13 di PSEN2, le quali vengono 
ereditate con modalità autosomica dominante e rappresentano rispettivamente l'80% e il 
5% dei casi della forma familiare della MA (Guerreiro et al., 2012). La maggior parte delle 
mutazioni a carico dei geni PSEN sono sostituzioni in singoli nucleotidi, ma sono state 
descritte anche piccole inserzioni e delezioni (Bettens et al., 2010). Le preseniline, proteine 
codificate dai geni PSEN 1 e 2, sono funzionalmente coinvolte nel taglio proteolitico 
mediato dal complesso della gamma-secretasi sull’ APP (De Stropper et al., 1998). 
Mutazioni nelle preseniline disturbano questo taglio, portando così ad un incremento del 
rapporto Abeta42/Abeta40, dovuto sia ad un incremento nella produzione di Abeta42 sia 
ad una diminuzione di Abeta40 (Bentahir et al., 2006). Il processo neurodegenerativo è 
dunque una conseguenza di uno sbilanciamento tra la produzione dell’Aβ e la 
degradazione dello stesso (Selkoe, 1994; Hardy et al., 1992), suggerendo che altri geni 
coinvolti in questo meccanismo potrebbero essere fattori di rischio.  
 
1.4.2. Forme sporadiche della MA 
Mentre la forma familiare della MA è caratterizzata da un modello di ereditarietà 
autosomico dominante, la forma sporadica presenta un’eziologia multifattoriale. Infatti, 
nella patogenesi entrano in gioco non solo diversi fattori genetici ma anche fattori 
ambientali, come lo stile di vita, l'alimentazione e l'attività fisica. Tuttavia anche nelle 
forme LOAD la componente genetica svolge un ruolo fondamentale. Infatti parenti di 
primo grado di individui con la LOAD hanno un rischio doppio della popolazione generale 
di sviluppare la malattia, ed inoltre studi su gemelli hanno evidenziato che la LOAD si 
manifesta con maggior frequenza nei fratelli monozigoti (Scheltens et al., 2016). 
La prima variante genica che è stata accertata come fattore di rischio nella LOAD è l’allele 
ε4 del gene che codifica per l'apolipoproteina E (APOE) situato sul cromosoma 19, in 
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posizione q13 (Strittmatter et al., 1993). L' apolipoproteina E (apoE) è una glicoproteina di 
35 kDa presente in tre isoforme, E2, E3, E4, le quali differiscono per un singolo 
amminoacido; gli alleli ε2, ε3 e ε4 codificano per queste isoforme con una prevalenza nella 
popolazione del 7-8%, 75-80% e 14-15% rispettivamente (Cedazo-Minguez and Cowburn, 
2001). Le lipoproteine mediano il trasporto del colesterolo, dei trigliceridi e di altri lipidi 
all’interno dei fluidi biologici. Le varie isoforme dell’ apoE differiscono per le loro 
preferenze nel legare i recettori per le lipoproteine (LDLR) e per le proteine LDLR-
correlate (Davignon et al., 1988). All’interno del sistema nervoso centrale il colesterolo 
viene sintetizzato e metabolizzato in maniera indipendente rispetto al colesterolo del resto 
dell’organismo. Nel cervello, così come negli altri tessuti, il colesterolo è un importante 
componente delle membrane biologiche, un lipide di segnale ed è il principale precursore 
degli steroidi; inoltre svolge un ruolo importante nei meccanismi di riparo della membrana 
in seguito ai meccanismi patogenetici della MA e in altri disordini infiammatori del 
cervello (Bogdanovic et al., 2001; Refolo et al., 2001; Shobab et al., 2005). In queste 
condizioni gli astrociti e altre cellule della neuroglia sintetizzano il colesterolo e riciclano 
gli steroli rilasciati dalla degenerazione dei neuroni (Jurevics e Morell, 1995; Pfrieger, 
2003). L’apoE è principalmente espressa negli astrociti, microglia e oligodendrociti e 
svolge un ruolo essenziale nel trasporto del colesterolo e dei fosfolipidi da questi 
compartimenti gliali ai siti di rigenerazione delle membrane neuroanli e rimielinizzazione. 
(Beffert and Poirier, 1998; Lane and Farlow, 2005; Vaya et al., 2007). 
La presenza dell’allele ε4 in omozigosi o in eterozigosi conferisce diversi svantaggi in 
relazione all’omeostasi degli steroli, alla riparazione delle membrane biologiche e ad altre 
attività vitali per la cellula che possono essere di significativo impatto nella patogenesi di 
una vasta gamma di disordini cerebrali. In soggetti affetti da MA l'APOE si trova sia nelle 
placche senili che nei grovigli neurofibrillari (Namba et al., 1991). La formazione del 
frammento C-terminale tronco dell’isoforma E4 stimola la iperfosforilazione della proteina 
tau e la formazione di grovigli neurofibrillari (Harris et al., 2003). Inoltre il catabolismo 
del peptide Aβ è meno efficiente e la deposizione del peptide neurotossico è più 
pronunciata nel cervello di anziani portatori dell’allele ε4 (Bennet et al., 2003; Schmechel 
et al., 1993).  
E’ importante sottolineare che circa la metà dei portatori omozigoti per l’allele ε4 non 
sviluppano la MA, e la mancanza di questo allele non rende immuni dalla malattia 
(Henderson et al., 1995). Quindi la presenza dell’allele ε4 non costituisce un marcatore 
biologico per la malattia e la sua individuazione non viene utilizzata come strumento di 
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diagnosi (Hyman, 1998; Mayeux et al., 1998). In contrapposizione agli effetti dell'allele ε4, 
la variante APOE ε2 ha un effetto protettivo nei confronti della malattia (Corder et al. 
1994); ciò dimostra che differenti varianti dello stesso gene possono avere effetti anche 
opposti sul rischio della patologia. Questa osservazione ha portato a supporre che l’ effetto 
primario della variante allelica ε4 sia sull’ età di esordio della malattia. L’ esordio è 
anticipato di 5-10 anni in presenza della condizione di eterozigosi per l’ allele ε4 e di 10-20 
anni in omozigosi. Il meccanismo molecolare con il quale la variante allelica ε4 influenza 
la precocità dell’ esordio è ancora sconosciuto (Nussbaum et al., 2003).  
Attraverso studi di whole-exome sequencing e whole-genome sequencing sono stati 
individuati altri geni associati al rischio di sviluppare la LOAD, quali ABCA7, CLU, CR1, 
CD33, CD2AP, EPHA1, BIN1, PICALM, MS4A (Karch and Goate, 2015). Mediante una 
metanalisi altri loci associati alla MA, quali CASS4, CELF1, DSG2, FERMT2, HLA DRB5 
DBR1, INPP5D, MEF2C, NME8, PTK2B, SLC24H4 RIN3, SORL1, ZCWPW1 sono stati 
proposti (Lambert et al, 2013). Tali geni codificano per proteine coinvolte nel sistema 
immunitario e nelle risposte infiammatorie, nel metabolismo del colesterolo e dei lipidi e 
nel riciclo delle vescicole endoplasmatiche (Guerreiro e Hardy, 2014).  
Tuttavia questi polimorfismi sono frequenti nella popolazione e contribuiscono solo in 
minima parte al rischio di contrarre la MA (Karch and Goate, 2015). 
Mediante l’uso delle nuove tecnologie di sequenziamento genomico sono state identificate 
rare mutazioni che conferirebbero una maggior rischio di sviluppare la MA, in particolare 
varianti nei geni PLD3 e TREM2 (Guerreiro et al., 2013a; Cruchaga et al., 2014). TREM2 
codifica per un recettore transmembrana espresso dalle cellule mieloidi, inclusa la 
microglia, i monociti derivati da cellule dendritiche e i macrofagi derivati dal midollo 
osseo (Colonna, 2003). Sono state trovate diverse varianti del gene, ma solo alcune sono 
effettivamente collegate ad un aumento del rischio di LOAD, come ad esempio la variante 
TREM2 R47H che incrementa di 3,4 volte il rischio (Guerreiro et al., 2013b). PLD3 è un 
membro della famiglia delle fosfolipasi (PLD) la cui attività catalitica non è stata ancora 
del tutto confermata. In generale i membri della famiglia delle PLD catalizzano la reazione 
di idrolisi della fosfatidilcolina per generare l'acido fosfatidico. In particolare, PLD3 
sembra essere altamente espressa nei neuroni dell'ippocampo e della corteccia entorinale e 
frontale (Karch et al., 2015). Studi in vitro hanno dimostrato che una sovraespressione di 
PLD3 è associata ad un diminuzione della produzione del pepetide Aβ, mentre topi knock-
out per Pld3 mostrano un incremento dei livelli di Aβ (Cruchaga et al., 2014). E’ stata 
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inoltre individuata una variante in PLD3 (V232M) che aumenta il rischio di sviluppare la 
MA da 2 a 3 volte (Cruchaga et al., 2014).  
In figura 4 sono riportati i principali geni coinvolti nella MA. 
 
 
 
 
Figura 4. Geni maggiormente implicati nella MA. Il colore dei pallini indica in quale pathway cellulare è implicato il 
gene, in riferimento alla legenda mostrata in alto a destra. I geni coinvolti nel metabolismo dell’APP sono cerchiati in 
rosso, mentre quelli coinvolti nel patway di tau in giallo. Tratta da Scheltens et al., 2016. 
 
1.5. Fattori ambientali coinvolti nella MA 
La maggioranza dei casi di MA è il risultato dell’interazione tra fattori ambientali e fattori 
genetici di suscettibilità, non sufficienti da soli a determinare la comparsa della malattia. I 
fattori ambientali correlati ad un aumento del rischio di contrarre la MA sono i metalli 
(ferro, rame, zinco, mercurio e alluminio), pesticidi e solventi, esposizione a campi 
elettromagnetici, traumi cerebrali, malattie cardiovascolari e diabete, tutti fattori in grado 
di indurre infiammazione e stress ossidativo. Tra i fattori che sembrano avere un ruolo 
protettivo si trovano la dieta mediterranea ricca di pesce e acidi grassi omega-3, la 
restrizione calorica e l’ assunzione di antiossidanti (Coppedè, 2012).  
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Un potenziale fattore di rischio è legato al verificarsi di un grave danno traumatico 
cerebrale nella storia clinica del paziente, anche se è tuttora una questione controversa. E’ 
stato ipotizzato che il verificarsi di un evento traumatico cerebrale possa agire in sinergia 
con una predisposizione genetica (presenza dell’ allele ε4 del gene APOE) nel determinare 
la comparsa della malattia. Diversi studi riportano che le fonti più comuni di danno 
cerebrale derivano dalla partecipazione dei soggetti a sport di forte contatto fisico, quali la 
boxe, il calcio, il rugby, l’ hockey su ghiaccio, le arti marziali e l’ equitazione (Rabadi e 
Jordan, 2001; McCrory et al., 2007). 
I metalli sono stati ampiamente studiati come potenziali fattori di rischio della LOAD e 
anche se non è stato dimostrato un rapporto causativo diretto con l'eziopatogenesi della 
malattia, evidenze epidemiologiche suggeriscono che metalli come alluminio, ferro, 
mercurio, zinco e rame, nel cervello possano essere collegati allo sviluppo e alla 
progressione della patologia (Migliore e Coppedè, 2009). L’alluminio può essere un fattore 
neurotossico della MA in quanto è in grado di inibire l’attività degli enzimi di riparazione 
del DNA, incrementando la produzione di ROS e diminuendo l’attività di enzimi 
antiossidanti (Bharathi et al., 2008). Studi in vivo hanno riportato che il peptide βA è ricco 
in zinco, rame e ferro (Bush et al., 1994; Stoltenberg et al., 2007), suggerendo che questi 
ioni potrebbero agire da fattori di sedimentazione del peptide nelle placche.  
Ulteriori fattori di rischio di insorgenza della MA sono il consumo di alcool e il tabagismo. 
E’ stata valutata l’ associazione tra la malattia, il consumo di alcool e il tabagismo, 
considerando il genotipo del paziente per l’ allele ε4, e correlando queste analisi con la 
precocità di esordio della malattia. Dallo studio è emerso che, in presenza della variante 
allelica ε4, in soggetti con un passato da fumatori e/o da consumatori di alcool, l’esordio 
della malattia è anticipato di 2-3 anni. Inoltre, nei pazienti soggetti a tutti e tre i fattori di 
rischio (allele APOE4, consumo di alcool e fumo), l’ esordio è anticipato di 10 anni 
rispetto a pazienti che non sono soggetti ad alcuno dei tre fattori analizzati (Harwood et al., 
2009). 
La MA è stata anche associata al livello di scolarizzazione  e alle capacità linguistiche dei 
soggetti (Sando et al., 2008; Stern, 2012). Secondo alcune ricerche chi ha studiato per 
molti anni crea una “riserva cognitiva” che va a compensare i cambiamenti responsabili 
della comparsa dei sintomi della malattia poiché le connessioni neuronali sono molto più 
efficienti (Stern, 2012). Anche le relazioni sociali sembrano poter avere degli effetti 
sull’esordio della malattia; è stato osservato che persone di mezza età che non convivono 
con un partner hanno un maggior rischio di andare incontro a un decadimento cognitivo tra 
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i 65 e i 79 anni (Håkansson et al., 2009); il meccanismo col quale questo si potrebbe 
verificare non è ancora chiaro, sebbene si ipotizza che sia lo stress fisiologico ad 
incentivarlo.  
Le abitudini alimentari e lo stile di vita sembrano giocare un ruolo molto importante nel 
rischio di sviluppare la MA. Un gran numero di alimenti, come acidi grassi saturi, 
eccessiva assunzione calorica e abuso di alcool sono associati con un aumentato rischio di 
sviluppare la MA. Per contro antiossidanti, pesce, proteine ricche in metionina, e vitamine 
sono state identificate come fattori protettivi verso la malattia (Santibanez et al., 2007). 
Inoltre anche il diabete e l’iperinsulinemia sono considerati importanti fattori di rischio 
della MA (Strachan, 2003). Alcuni studi hanno dimostrato come l’ iperlipidemia e 
alterazioni nel metabolismo del colesterolo rivestano un ruolo cruciale nella patogenesi 
della MA (Dufouil et al., 2005; Vaya and Schipper, 2007). I dati sul possibile ruolo della 
dieta nelle malattie cognitive correlate con l’ età, sono principalmente relativi alle carenze, 
descritte frequentemente in età avanzata e significativamente associate al declino cognitivo 
(Solfrizzi et al., 2011). In particolare i folati sembrano avere un ruolo importante nel 
prevenire la neurodegenerazione (Xu et al., 2015). I folati vengono unicamente introdotti 
con la dieta, in quanto il nostro organismo non è in grado di sintetizzarli (Bailey e Gregory, 
1999). Dopo l'assorbimento intestinale, attraverso una serie di reazioni di riduzione e 
metilazione all'interno del fegato viene formato il 5-metil-tetraidrofolato (5-MTHF), il 
composto maggiormente attivo, che verrà rilasciato nel sangue e assorbito dalle cellule 
(Figura 5). Il 5-MTHF, giunto all’interno della cellula, libera un gruppo metile per la 
sintesi della metionina a partire dall’omocisteina (Hcy) trasformandosi in THF. Questo 
composto è substrato della serina idrossimetiltrasferasi (SHMT) che catalizza 
l'interconversione della serina in glicina, con conseguente formazione di 5,10- 
metilentetraidrofolato. Una parte del 5,10-metilentetraidrofolato prodotto in questa 
reazione va incontro ad una riduzione enzimatica irreversibile catalizzata dall’ enzima 
metilentetraidrofolatoreduttasi (MTHFR), che lo trasforma in 5-metil-THF. La sintesi della 
metionina è catalizzata dall’enzima metionina sintasi (MTR), enzima che necessita della 
vitamina B12 come cofattore e dell’enzima metionina sintasi reduttasi (MTRR) per il 
mantenimento dello stato attivo; durante la reazione il gruppo metilico viene trasferito dal 
5-metil-THF al coenzima e quindi all’ Hcy per formare metionina. La metionina, oltre a 
partecipare alla sintesi proteica, svolge un importante ruolo come donatore di gruppi 
metilici: infatti è il precursore della S-adenosil-metionina (SAM), utilizzata principalmente 
nelle reazioni di trans-metilazione, mediante le quali questo composto viene convertito in 
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S-adenosil-omocisteina, dopo il trasferimento del suo gruppo metile a diverse molecole 
biologiche, tra cui il DNA (Coppedè, 2010).  
 
 
 
Figura 5. In figura sono mostrati gli enzimi, i metaboliti e i cofattori coinvolti nel ciclo dei folati (Coppedè, 2015). 
 
E’ stata largamente studiata la correlazione tra i livelli di folati, Hcy e vitamina B12 e il 
rischio di insorgenza della MA. La maggior parte di questi studi hanno mostrato che in 
pazienti con MA si hanno livelli ematici di Hcy più alti (iperomocisteinemia, HHcy) e 
livelli di folati e vitamina B12 ridotti rispetto a controlli sani di pari età (Coppede, 2010). 
Gia dagli anni 90’ è stato osservato che nei pazienti con MA si hanno più alti livelli di Hcy 
(Regland et al., 1990) e questo è stato associato ad un rischio doppio di sviluppare la 
patologia rispetto ai soggetti che non presentavano HHcy (Seshadri et al., 2002). Si sono 
quindi susseguiti studi su animali modello di MA per trovare una relazione tra HHcy e 
rischio di MA (Van Dam e Van Gool, 2009). Grazie a tali studi sono stati ipotizzati diversi 
meccanismi che potenzialmente potrebbero rappresentare la relazione tra MA e HHcy, 
come lo stress ossidativo (Ho et al., 2001; Streck et al., 2003) e l’aumento della produzione 
del peptide Aβ e della P-Tau. (Pacheco-Quinto et al., 2006; Sontag et al., 2007). Ad 
esempio nel caso dello stress ossidativo è noto che la stessa Hcy può subire un auto-
ossidazione portando alla formazione di perossido di idrogeno e altre specie reattive 
dell’ossigeno (Perna et al., 2003). E’ stato inoltre evidenziato che una condizione di HHcy 
potrebbe influenzare il metabolismo del peptide Aβ e della proteina tau. Infatti esperimenti 
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su tessuto cerebrale di ratto hanno mostrato che l’ HHcy porta ad un incremento non solo 
dei livelli del peptide Aβ ma anche ad un aumento della fosforilazione della proteina tau 
(Luo et al., 2007; Zhang et al., 2009). A tal proposito, l’associazione tra HHcy e la MA è 
stata osservata in diversi studi a carattere epidemiologico. Ad esempio Seshardi e 
collaboratori hanno evidenziato come in adulti con ottima funzionalità della sfera 
cognitiva, elevati livelli di Hcy protratti nel tempo possano favorire l’insorgenza di 
patologie a carattere demenziale inclusa la MA (Seshardi et al., 2002).  
Inoltre diversi enzimi e cofattori regolano le vie metaboliche dell’ Hcy e nel momento in 
cui si ha un deficit di questi, l’ Hcy intracellulare in eccesso viene esportata in circolo, 
dove una parte viene eliminata, principalmente dal rene, e il resto si lega alle proteine 
plasmatiche. La MTHFR ha un ruolo chiave nel metabolismo dei folati dei mammiferi. 
La riduzione dell’attività della MTHFR è stata associata a decremento dei livelli dei folati 
e incremento dei livelli di Hcy, nonché a riduzione del potenziale di metilazione della 
cellula stessa (Goyette et al., 1996). Sono noti due polimorfismi all’interno del gene 
MTHFR che determinano una significativa riduzione dell’attività enzimatica; il primo ad 
essere stato scoperto è una sostituzione di una C a T in posizione 677, che determina una 
riduzione dell’attività di MTHFR di circa il 70% in omozigosi (Frosst et al., 1995). Il 
secondo polimorfismo è la sostituzione di una A con C in posizione 1298; anche questo 
porta ad una diminuzione dell’attività dell’enzima, anche se in maniera minore (van der 
Put et al., 1998). Entrambi i polimorfismi risultano associati a diverse manifestazioni 
cliniche: difetti nello sviluppo del tubo neurale, infertilità maschile, malattie 
cardiovascolari e cancro (Botto et al., 2000 ; McNulty et al., 2012). Diversi gruppi hanno 
studiato il ruolo di questi due polimorfismi nella malattia di Alzheimer con risultati 
contrastanti (Wu et al., 2014). Tuttavia, da una recente metanalisi il polimorfismo MTHFR 
C677T è risultato associato ad un aumento del rischio di sviluppare la LOAD (Peng et al, 
2015). Tuttavia, l’attività di MTHFR non è influenzata solo da queste varianti nel DNA. 
Infatti anche la metilazione del gene è in grado di regolarne l’espressione (Vaissiere et al, 
2009). Alterazioni nella metilazione di questo gene sono state osservate in vari tipi di 
tessuti tumorali (Vaissiere et al, 2009; Botezatu et al, 2013), in condizioni di infertilità 
maschile (Rotondo et al, 2012; Wu et al., 2010; Botezatu et al, 2014), in patologie renali 
(Ghattas et al, 2014) ed in bambini con difetti del tubo neurale (Stolk et al., 2013). 
Nonostante sia chiaro che i fattori di rischio menzionati giochino un ruolo fondamentale 
nello sviluppo della MA, il primo e più forte fattore di rischio per la forma sporadica della 
MA è l'età. Con l'avanzamento dell'età si va incontro ad una fisiologica perdita neuronale, 
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la quale è strettamente associata a demenza e a malattie neurodegenerative. Lo stress 
ossidativo e l’ esposizione cronica ai radicali liberi sembrano poter spiegare i cambiamenti 
fisiologici che si osservano durante il normale invecchiamento e si ipotizza che essi 
giochino un ruolo di primo piano anche nello sviluppo di patologie neurodegenerative. 
Tessuti diversi presentano differente suscettibilità allo stress ossidativo ed è ormai noto da 
tempo che il sistema nervoso centrale è particolarmente vulnerabile al danno da radicali 
liberi per diverse ragioni che includono una limitata efficacia del sistema antiossidante e un 
elevato consumo di ossigeno per produrre energia. 
Un evento di stress ossidativo si produce all'interno della cellula quando c'è uno squilibrio 
tra la produzione di radicali liberi e la capacità del sistema antiossidante di neutralizzarli. 
Le possibili fonti di formazione di tali specie reattive sono l’esposizione a radiazioni 
ionizzanti, farmaci, batteri, ma anche fonti intracellulari. Le specie chimiche di maggiore 
interesse biologico sono quelle che si formano spontaneamente per reazione diretta 
dell'ossigeno molecolare a formare le specie reattive dell’ossigeno (ROS) con cationi non 
chelati, quali il ferro o il rame, presenti nel circolo sanguigno, nell'interstizio cellulare o nei 
fluidi intracellulari.  Le ROS vengono prodotte maggiormente nei mitocondri, nel citosol e 
nel reticolo endoplasmatico e i loro bersagli principali sono le proteine cellulari a livello 
delle quali determinano la generazione di amminoacidi modificati, gli acidi nucleici che, 
soprattutto nei mitocondri, formano basi azotate alternative, e i lipidi. Marcatori dello 
stress ossidativo sono stati trovati sia nei cervelli che nei tessuti periferici di pazienti con 
MA. Inoltre l’attività di enzimi antiossidanti è stata trovata ridotta in pazienti con MA 
rispetto ai controlli sani; in particolare nel DNA mitocondriale la concentrazione di 8-
idrossi-2-deossiguanosina (8-OH-dG) nei pazienti con MA è circa tre volte superiore 
rispetto ai controlli mentre nel DNA nucleare è stato rilevato un lieve ma significativo 
aumento della concentrazione di tale marcatore (Mecocci et al., 1994). Le possibili fonti di 
stress ossidativo nei malati di Alzheimer sono molteplici; a tal proposito negli ultimi anni 
sono stati proposti vari meccanismi di produzione di radicali liberi e alcuni di questi sono 
supportati da numerose evidenze sperimentali. Una delle ipotesi maggiormente studiate è 
quella che attribuisce alla proteina β-amiloide un ruolo preminente nella produzione di 
radicali liberi e nella cascata di eventi che seguono, responsabili del processo 
neurodegenerativo nella MA (Smith et al., 2000). Inoltre investigazioni su soggetti MCI 
insieme con studi eseguiti su modelli animali e colture cellulari, hanno evidenziato che lo 
stress ossidativo è uno degli eventi più precoci nella MA, precedente alla formazione delle 
placche amiloidi e ai primi sintomi di demenza. E’ stato proposto che il peptide Aβ venga 
19 
 
dapprima prodotto come sostanza antiossidante, ed evolve in sostanza pro-ossidante solo 
dopo l’ aggregazione e la deposizione nelle placche senili (Moreira et al., 2007). Appurato 
che il danno ossidativo può essere considerato un fattore coinvolto nell'eziopatogenesi 
della malattia di Alzheimer è ragionevole ritenere che gli antiossidanti possano 
eventualmente avere un ruolo nella prevenzione o nel miglioramento della malattia. I 
pazienti con MA mostrano livelli plasmatici di vitamine antiossidanti (vitamina A, C, E e 
carotenoidi) significativamente più bassi rispetto ai soggetti sani e la spiegazione più 
verosimile è legata al fatto che la sovrapproduzione di ROS in seguito allo sviluppo della 
malattia richieda un maggior consumo di antiossidanti (Mecocci et al., 2002). 
 
 
1.6. Compromissione dei meccanismi di riparzione al DNA nella MA 
 
1.6.1. Meccanismi di riparazione al DNA 
Dal momento che il DNA è il depositario dell’informazione genetica, al fine di garantire la 
corretta espressione di tale informazione e la sua esatta trasmissione alle generazioni 
cellulari successive, è necessario che la sua sequenza sia mantenuta inalterata. Le lesioni al 
DNA insorgono sia spontaneamente (danni endogeni), che in seguito all’esposizione a 
sostanze presenti nell’ambiente (danni esogeni). Fattori endogeni sono ad esempio 
l’intrinseca instabilità del DNA, la sua interazione con le molecole presenti nella cellula, 
ossia acqua, ossigeno e prodotti del metabolismo cellulare, e l’errato funzionamento di 
processi molecolari del DNA quali replicazione, ricombinazione e riparazione. Tra i fattori 
esogeni che possono provocare lesioni al DNA si trovano radiazioni ionizzanti e non-
ionizzanti, e agenti chimici come metalli pesanti pesticidi e inquinanti atmosferici 
(Coppedè e Migliore, 2010a). Ѐ stato stimato che ogni giorno ogni singola cellula del 
corpo umano è soggetta ad una media di circa un milione di lesioni al DNA, inclusa la 
formazione di siti abasici e di addotti al DNA, rotture a singolo filamento del DNA (SSB), 
rotture a doppio filamento del DNA (DSB), delezioni/inserzioni, formazione di legami 
crociati tra DNA e proteine. Se non riparate correttamente le lesioni al DNA possono 
guidare la mutazione delle cellule, interferire con la normale espressione genica o indurre 
la sintesi di proteine anomale (Kulkarni e Wilson, 2008). Per tale motivo le cellule 
possiedono differenti sistemi ed enzimi di riparazione che sono in grado di contrastare il 
danno che avviene quotidianamente al DNA. I principali meccanismi di riparazione delle 
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cellule umane sono: la riparazione per escissione di basi (Base Excision Repair, o BER), la 
riparazione per escissione di nucleotidi (Nucleotide Excision Repair, o NER), la 
riparazione degli appaiamenti errati delle basi (Mismatch Repair o MMR) che riparano i 
danni al DNA a singolo filamento, e la riparazione per ricombinazione non omologa (Non-
Homologous End-Joining o NHEJ) e la riparazione per ricombinazione omologa 
(Homologous Recombination o HR) per riparare i danni al DNA a doppio filamento. Il 
BER è il processo deputato alla rimozione delle basi del DNA modificate in seguito ad 
eventi di deamminazione idrolitica, ossidazione e alchilazione; interviene inoltre nella 
riparazione dei siti apurinici/apirimidinici (siti AP) ed opera a livello delle rotture causate 
dall’esposizione ai raggi X. Il NER è deputato alla rimozione di un’ampia gamma di danni 
che determinano una distorsione della molecola di DNA; i substrati biologicamente più 
rilevanti del NER sono i dimeri di pirimidina (CPD) e i (6-4)fotoprodotti, ossia le lesioni 
indotte dai raggi UV, e gli addotti ingombranti. Il MMR interviene nella rimozione di 
appaiamenti errati delle basi che sono sfuggiti alla correzione da parte dell’attività 
esonucleasica 3’5’ delle DNA polimerasi replicative. Sono inoltre substrati del MMR le 
anse extra-elica che si formano in regioni ricche di nucleotidi ripetuti. I sistemi HR e NHEJ 
competono l’un l’altro nella riparazione della rottura a doppia elica indotta da radiazioni 
ionizzanti, radicali liberi e mutageni chimici quali agenti ossidanti, o che si origina in 
seguito alla replicazione di una molecola di DNA contenente una rottura a singola elica 
(Bignami e Stefanini, 2004). 
 
1.6.2. Danno al DNA e meccanismi di riparazione nella MA 
Il danno al DNA è fisiologicamente bilanciato con i meccanismi di riparazione, e quando è 
talmente esteso da non permettere una completa riparazione viene indotta l’apoptosi, la 
senescenza cellulare o la mutazione genica. Questo sbilanciamento avviene molto più 
frequentemente nelle cellule vecchie rispetto a quelle nuove e risulta particolarmente 
deleterio in cellule post-mitotiche, come i neuroni, i quali non si rinnovano con il ciclo 
cellulare (Rasmussen et al., 2013;  Campisi, 2013). I neuroni sono un complesso mosaico 
di cellule aneuplodi ed euploidi; tale mosaicismo determina una enorme diversità cellulare, 
con il potenziale di indurre malattie del SNC (Kingsbury et al., 2006). È stato ad esempio 
osservato mosaicismo con aneuploidia del cromosoma 21 in individui con MA e con 
demenza (Iourov et al., 2009; Ringman et al., 2008). Questo mosaicismo potrebbe essere 
indotto sia da una malsegregazione cromosomica durante lo sviluppo del SNC, sia dalla 
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neurogenesi ad opera delle cellule staminali neuronali le quali vanno più facilmente 
incontro ad errori replicativi (Yurov et al., 2014; Taupin, 2011; Yurov et al., 2011). È 
interessante notare che la neurogenesi è aumentata nei cervelli di pazienti con MA, 
verosimilmente nel tentativo di compensare la forte perdita di neuroni che caratterizza 
questi individui (Jin et al., 2004; Krantic et al 2005; Taupin, 2011). 
Come già detto l’invecchiamento è il principale fattore di rischio per la MA, e l’età è 
associata ad un accumulo di stress ossidativo nelle cellule. Per questo motivo è stato 
proposto che alti livelli di acidi nucleici ossidati nelle cellule cerebrali possano portare alla 
disfunzione neuronale dei pazienti con MA (Lovell et al., 2007; Sayre et al., 2008; Candore 
et al., 2010) e l’evidenza di un legame tra danno ossidativo e neurodegenerazione è ormai 
certa (Hegde  et al., 2012; Iyama et al., 2013; Maynard et al., 2013). Numerose ricerche 
hanno messo in evidenza che un diffuso danno ossidativo alle macromolecole cellulari, ed 
in particolare il danno ossidativo al DNA, è uno degli eventi più precoci riscontrabili nella 
patogenesi della MA, presente anche nello stadio MCI (Wang et al., 2014a). Il danno 
ossidativo a livello del DNA può portare alla generazione di più di 20 addotti alle basi, il 
più frequente dei quali è l’ 8-idrossiguanina (8-OHG). Nel 1994 Mecocci e collaboratori 
hanno misurato i livelli di 8-OHG in DNA isolato da tre regioni della corteccia cerebrale e 
del cervelletto di 13 pazienti con MA e di 13 controlli, osservando un aumento di 3 volte 
dei livelli di 8-OHG nel DNA mitocondriale (mtDNA) della corteccia parietale dei pazienti 
con MA rispetto ai controlli, così come un lieve ma comunque significativo aumento del 
danno ossidativo al DNA nucleare (nDNA) (Mecocci et al., 1994). Questi dati hanno 
mostrato per la prima volta che c’è un aumento del danno ossidativo al DNA in pazienti 
con MA. Studi seguenti hanno confermato questi risultati. Infatti incrementati livelli di 8-
OHG, 8-idrossiadenina, 5-idrossicitosine e 5-idrossiuracile sono stati osservati in numerosi 
studi condotti su tessuto cerebrale post-mortem di pazienti con MA (Lyras et al., 1997; 
Gabbitta et al, 1998). E’ stato poi confermato che il mtDNA ha più alti livelli di basi 
ossidate rispetto al nDNA, che la guanina è la base più vulnerabile al danno ossidativo e 
che le basi ossidate sono più numerose nei lobi frontale, temporale, parietale e temporale 
dei cervelli post-mortem di pazienti MA rispetto ai controlli (Wang et al., 2005). Nel 2006 
il danno ossidativo al DNA è stato osservato per la prima volta in pazienti MCI (Wang et 
al., 2006). Più recentemente aumentati livelli di 8-OHG sono stati osservati in sezioni di 
ippocampo/paraippocampo di pazienti con uno stadio pre-clinico della MA (PCAD, da 
preclinical stage of AD), una condizione nella quale i soggetti non manifestano 
clinicamente i segni della malattia, ma che mostrano i segni della malattia all’esame 
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autoptico (Lovell et al., 2011). Inoltre, i livelli di alcune basi ossidate sono stati quantificati 
nel nDNA e nel mtDNA di diverse regioni cerebrali di pazienti con MCI, PCAD, MA e 
pazienti con disordini neurologici non associati alla MA (demenza frontotemporale e 
demenza con corpi di Lewy), e sono risultati significativamente più elevati negli MCI, 
PCAD e MA e nei pazienti con demenza non associata a MA rispetto ai soggetti 
neurologicamente sani (Bradley-Whitman et al., 2014).  
Il danno ossidativo al DNA è stato anche osservato nei fluidi biologici e tessuti periferici di 
pazienti con MA. Ad esempio aumentati livelli di 8-OHG sono stati osservati nei linfociti 
del sangue periferico e CSF di pazienti con MA (Mecocci et al., 1998; Mecocci et al., 
2002; Lovell et al., 1999). Marcatori di danno ossidativo al DNA sono anche stati osservati 
nel CSF, urine e leucociti di pazienti con una forma di demenza mista MA/vascolare 
(Gackowski et al., 2008). Aumentati livelli di danno ossidativo al DNA sono stati osservati 
in linfociti di pazienti MA mediante la versione modificata del test della cometa che 
consente di rilevare le purine e le pirimidine ossidate (Mórocz et al., 2002; Kadioglu et al., 
2004; Migliore et al., 2005), ed è stato osservato che questo avviene precocemente nella 
patogenesi della MA in quanto questi marker erano rilevabili anche nei leucociti di pazienti 
MCI (Migliore et al., 2005).  
In parallelo alle osservazioni di un aumentato danno ossidativo al DNA nel cervello e nei 
tessuti periferici di pazienti con MA, molti ricercatori si sono chiesti se questo aumento 
poteva essere dovuto ad un’ alterata attività dei sistemi di riparazione al DNA. In 
particolare la maggior parte degli studi si sono focalizzati sul meccanismo BER in quanto è 
il principale meccanismo intracellulare che consente la rimozione delle basi ossidate dal 
DNA. In particolar modo la ricerca si è focalizzata sull’attività dell’ enzima OGG1 (da 8-
oxoguanine DNA glycosylase) che rimuove le 8-OHG dal DNA e sull’attività della DNA 
polimerasi beta (Polβ) (Iida et al., 2002; Coppedè et al., 2007a; Weissman et al., 2007). Il 
primo step del BER coinvolge l’escissione della base danneggiata mediante una DNA 
glicosidasi (ad esempio quando la proteina OGG1 rimuove l’ 8-OHG da un sito 8-OHG:C), 
generando un sito abasico (AP). Nello step successivo l’AP-endonucleasi-1 (APE1) taglia 
idroliticamente il sito AP, la Polβ sintetizza la nuova sequenza di DNA a la DNA ligasi 
rilega il taglio (Seeberg et al., 1995). La Poli ADP-ribosio polimerasi-1 (PARP-1) svolge 
un ruolo importante in molte reazioni di riparazione al DNA, incluso il BER (Rouleau et 
al., 2010; Haince et al., 2008; Mortusewicz et al., 2007). Infatti la PARP-1 è una proteina a 
dito di zinco legante il DNA che viene attivata da rotture al DNA. La funzione primaria 
della PARP-1 è coinvolta nei processi di riparazione al DNA attraverso il rilevamento del 
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danno al DNA. Quando la PARP-1 individua danni al DNA inizia la sintesi di catene di 
poli ADP-ribosio (PAR) che fungono da segnale per altri enzimi di riparazione del DNA. 
Ad esempio a livello istonico inducono rilassamento locale della cromatina così facilitando 
l’ingresso di proteine di riparazione al DNA danneggiato. Comunque l’attivazione di 
PARP-1 può anche portare alla morte cellulare. Infatti le cellule con danno al DNA 
eccessivamente esteso hanno un’ attivazione di PARP-1 molto diffusa con conseguente 
consumo del suo substrato, ovvero il NAD+, e quindi di ATP, portando così ad un deficit 
energetico tale da indurre morte cellulare (Kauppinen et al., 2007). È stato proposto che la 
PARP-1 media la morte neuronale nei pazienti affetti da MA (Wang et al., 2004). Inoltre è 
stata osservata estesa formazione di SSB e DSB in cervelli di pazienti con MA, così come 
aumentai livelli di PARP-1 (Lassmann et al., 1995; Adamec et al., 1999; Love et al., 1999). 
Già dagli anni ’80 del secolo scorso sono stati eseguiti studi che hanno mostrato che 
fibroblasti, linfoblasti e linfociti di pazienti con MA erano caratterizzati da deficit dei 
meccanismi di riparazione al DNA in seguito all’esposizione a numerosi agenti alchilanti 
(Li et al., 1985; Robison et al., 1987; Bradley et al., 1989). Studi pubblicati più 
recentemente hanno dimostrato una diminuita attività di numerose proteine coinvolte nella 
riparazione del DNA sia nei cervelli di pazienti con MA che con MCI. Ad esempio è stata 
osservata diminuita attività della proteina MTH1, coinvolta nell’idrolisi delle basi ossidate 
(Furuta et al., 2001), del complesso Mre11, coinvolto nel riconoscimento del danno, nella 
sua riparazione e nell’inizio del ciclo cellulare (Jacobsen et al., 2004) e del complesso 
NHEJ (Shackelford et al., 2006) in cervelli di pazienti con MA rispetto ai cervelli di 
pazienti neurologicamente sani.  
Nel 1998 Tan e colleghi hanno osservato mediante tecniche di immunoistochimica che i 
livelli di APE1 erano bassi in tessuti di controllo ma alti nelle placche amiloidi presenti 
nell’ippocampo di pazienti con MA (Tan et al., 1998). In seguito un altro gruppo di 
ricercatori ha mostrato che aumenti significativi di APE1 si osservavano anche nella 
corteccia di pazienti con MA (Davydov et al., 2003). In seguito all’osservazione che nel 
CSF di pazienti con MA si ha un aumento dei livelli di stress ossidativo ed una 
diminuzione della capacità ripartiva (Lovell et al., 1999), Lovell e collaboratori hanno 
suggerito che il cervello nella MA potrebbe essere soggetto ad un doppio insulto per 
incremento del danno ossidativo e per diminuita capacità ripartiva. Hanno quindi 
analizzato l’attività di OGG1 in campioni cerebrali di pazienti con MA trovando 
decrementi a livello ippocampale, nelle circonvoluzioni mediale e superiore e nel lobo 
parietale inferiore, rispetto a campioni di cervelletto e di individui sani (Lovell et al., 
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2000). Nel giro orbito frontale e nella corteccia entorinale sono stati osservati diminuiti 
livelli della isoforma mitocondriale di OGG1 (Iida et al., 2002). Deficienze del sistema 
BER sono state più recentemente osservate in campioni cerebrali di 10 affetti da MA e 9 
affetti da MCI rispetto a 10 controlli; in particolare gli autori hanno osservato diminuita 
attività della uracil DNA glicosidasi (UDG), di OGG1 e della Polβ, mentre i livelli di 
APE1 erano simili tra i due gruppi (Weissman  et al., 2007).  
Recentemente è stato osservato che i livelli di BRCA1, coinvolto nella riparazione del 
DNA che subisce danni del tipo DSB, erano ridotti nel cervello di pazienti MA e in topi 
transgenici per l’APP (Suberbielle et al., 2015). Inoltre gli autori hanno osservato che in 
seguito all’esposizione di cellule neuronali in coltura agli oligomeri di β-amiloide, si 
induceva riduzione dei livelli di BRCA1. Lillenes e collaboratori hanno misurato 
l’espressione genica di alcune componenti del BER come APE1, OGG1, PARP-1 e Polβ 
nel sangue e in tessuti cerebrali post-mortem di pazienti con MA, con MCI e in controlli 
sani, osservando che l’espressione era maggiore nel tessuto cerebrale che nei campioni di 
sangue, che l’espressione di Polβ era maggiore nel cervelletto di pazienti con MA, che i 
livelli di OGG1 nel sangue erano bassi mentre quelli di PARP-1 erano più elevati nei 
pazienti con MA e MCI (Lillenes et al., 2016). Sykora e collaboratori hanno indotto 
eterozigosità per il gene codificante la Polβ in topi modello della MA, osservando che una 
diminuzione di questa proteina determinava una più grave neurodegenerazione aggravando 
anche gli effetti caratteristici della MA, come la perdita della memoria (Sykora et al., 
2015), evidenziando così che anche una modesta diminuzione dell’attività di questo 
enzima può rendere più vulnerabile il cervello alle alterazioni molecolari e cellulari tipiche 
della MA. 
Nel 2004 Swerdlow e Khan hanno proposto “l’ipotesi della cascata mitocondriale” alla 
base della MA, suggerendo che l’assetto genetico che codifica per le proteine che 
compongono la catena respiratoria mitocondriale dell’individuo, determina la produzione 
di ROS che a sua volta determina il tasso al quale viene accumulato il danno 
mitocondriale. L’accumulo di mtDNA danneggiato causa di conseguenza deficit 
energetico, incremento dello stress ossidativo e formazione del peptide β-amiloide, 
determinando così neurodegenerazione (Swerdlow e Khan, 2004). Nonostante le evidenze 
che nella MA vi è una disfunzione mitocondriale, nessuna mutazione causativa è stata 
trovata nel mtDNA, e risultati di studi atti a valutare il ruolo di polimorfismi di geni o 
aplogruppi del mtDNA come fattori di rischio per la MA sono contrastanti (Mancuso et al., 
2007; Mancuso et al., 2010).  
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Altre ipotesi suggeriscono che lo stress ossidativo possa indurre modificazioni post-
traduzionali o degradare le proteine di riparazione (Coppedè e Migliore, 2010b). Studi più 
recenti si sono focalizzati sull’attività BER mitocondriale in soggetti MCI e MA (Santos et 
al., 2013). Anche in questo caso l’accumulo di lesioni ossidative avviene in concomitanza 
con deficit dei meccanismi BER, ed uno studio più recente condotto nei lisati mitocondriali 
di pazienti MA, ha evidenziato che le incisioni di 5-idrossiuracile e le attività della ligasi 
sono basse nei cervelli di questi pazienti, mentre le incisioni di uracile, i siti di taglio 
abasici e l’incorporazione di deossiribonucleotide trifosfato sono normali (Canugovi et al., 
2014).  
In un lavoro pubblicato quest’anno è stato osservato che i livelli endogeni di danno 
ossidativo al DNA erano più alti nel sangue periferico di pazienti con MA rispetto ai 
controlli neurologicamente sani, e che varianti geniche di XRCC1, che codifica per una 
proteina del BER, e di OGG1 erano associate ad un aumentato danno al DNA nei pazienti 
con MA (Kwiatkowski et a., 2016).  
 
 
1.7. Epigenetica e MA 
L’epigenetica è lo studio delle modificazioni ereditabili del DNA e della cromatina che 
influenzano il genoma e l’espressione genica senza che venga alterata la sequenza del 
DNA stesso. Negli ultimi anni un sempre maggior numero di studi ha mostrato che 
l’epigenetica potrebbe svolgere un ruolo fondamentale nel mediare gli effetti di fattori 
ambientali sullo sviluppo di varie patologie, come il cancro e le malattie neurodegenerative 
(Urdinguio et al., 2009). Le modificazioni epigenetiche meglio studiate sono la metilazione 
del DNA, i cambiamenti nella struttura della cromatina mediante modificazioni istoniche e 
l’attività degli RNA non codificanti. I meccanismi epigenetici rivestono un ruolo 
fondamentale nello sviluppo e nel differenziamento del sistema nervoso centrale e 
risultano essenziali per stabilire i processi di memoria e apprendimento (Fischer, 2014). 
Quindi, tali meccanismi potrebbero rivestire un ruolo importante in patologie che 
presentano indebolimento della memoria e declino cognitivo, come avviene nella MA. 
Il meccanismo epigenetico maggiormente studiato è la metilazione del DNA. La 
metilazione del DNA consiste nel legame covalente di un gruppo metilico (CH3) sul 
carbonio in posizione 5 dell’ anello pirimidinico di una citosina (C) con formazione di 5-
metilcitosina (5-mC). Nelle cellule dei mammiferi la metilazione del DNA avviene 
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principalmente nelle citosine (C) che precedono le guanine (G), le cosiddette unità CpG. 
Le unità CpG si possono ritrovare altamente addensate in particolari regioni del genoma, 
come i promotori genici, a formare le isole CpG, corte regioni genomiche (circa 500 pb) 
che si trovano in circa il 75% dei geni umani (Bird et al., 1986). Una piccola porzione di 
isole CpG diviene metilata durante i normali processi fisiologici, come ad esempio 
nell’imprinting genomico e nel meccanismo di inattivazione del cromosoma X, e quando 
questo accade il gene associato alla sequenza metilata è reso silente e perciò la metilazione 
del DNA viene solitamente considerata come un marcatore di repressione genica a lungo 
termine (Goll et al., 2005). Al contrario, molte unità CpG al di fuori delle isole CpG sono 
metilate, specialmente quelle che si trovano negli elementi di DNA ripetuto (come le 
LINE1 o le SINE) che costituiscono circa il 45% del genoma (Yoder et al., 1997); qui la 
metilazione svolge un ruolo importante nel mantenimento dell’integrità del genoma, 
impedendo le traslocazioni (Eden et al., 2003; Rodriguez et al., 2006). I pattern di 
metilazione vengono mantenuti durante la divisione cellulare dalle DNA-metilatransferasi 
(DNMT). Le DNMT sono enzimi presenti principalmente negli eucarioti e sono 
raggruppati in una famiglia composta da cinque membri: DNMT1, DNMT2, DNMT3A, 
DNMT3B e DNMT3L che prelevano i gruppi metilici dalla SAM (Rollins et al., 2006).  
Studi eseguiti su gemelli monozigoti indicano che un ruolo fondamentale nello sviluppo 
della MA può essere giocato da fattori ambientali e probabilmente da meccanismi 
epigenetici (Brickell et al, 2007; Gatz et al., 2005). Uno studio su gemelli monozigoti ha 
mostrato che l’“epigenoma” si modifica in maniera crescente con l’età (Fraga et al., 2005). 
Questo può essere spiegato col fatto che le esposizioni ambientali possono modificare 
l’epigenoma. Nel 2009 Mastroeni e collaboratori hanno trovato che in una coppia di 
gemelli monozigoti discordanti per la MA il gemello affetto dalla malattia mostrava livelli 
di metilazione significativamente più bassi a livello della corteccia temporale (Mastroeni et 
al., 2009). Inoltre il gemello malato, che era un ingegnere chimico, era stato per tanti anni a 
stretto contatto con pesticidi, e questo potrebbe essere un fattore che ha favorito lo 
sviluppo della patologia.  
Il ruolo dell’epigenetica, e in modo particolare della metilazione del DNA, nella MA è 
stato ampiamente analizzato in modelli cellulari e animali e anche in tessuti umani sia 
mediante indagine gene-specifica che a livello globale del genoma. 
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1.7.1. Studi su modelli cellulari e animali di MA 
Diversi studi condotti su cellule neuronali in coltura e su modelli animali di MA hanno 
messo in evidenza l’importanza del ciclo dei folati, ed in particolare del rapporto 
SAM/SAH nel regolare l’espressione di geni coinvolti nella MA. Fuso e colleghi hanno 
osservato, sia in vitro che in modelli murini, che la carenza di vitamina B provoca una de- 
metilazione di PSEN1, sovraespressione di PSEN1 e BACE1 e accumulo di peptide β-
amiloide. La somministrazione di SAM può impedire la demetilazione del gene e quindi 
ripristinare il suo stato di metilazione (Scarpa et al., 2003; Fuso et al., 2008; Fuso et al., 
2011; Fuso et al., 2012). Inoltre uno studio condotto su un modello murino transgenico, il 
TgCRND8 che sovraesprime il gene dell’APP, e nel suo correlato wild type 129S, ha 
dimostrato che l’espressione del gene PSEN1 è regolata dal suo pattern di metilazione in 
risposta a stimoli metabolici; in particolare in topi trattati con una dieta povera di vitamina 
B si induceva ipometilazione di specifiche unità CpG della regione 5’ del gene PSEN1 
(Fuso et al., 2008). Risultati simili sono stati ottenuti anche in uno studio di un altro gruppo 
di ricerca condotto in topi modello della MA (Li et al., 2015a). È stato infatti osservato che 
la somministrazione di acido folico induceva una diminuzione dell’espressione di APP, 
PSEN1 e della deposizione del peptide Aβ nell’ippocampo dei topi. Questo effetto 
inibitorio era associato ad un aumentato potenziale di metilazione e dell’attività delle 
DNMT così come ad alterata metilazione dei promotori dell’ APP e di PSEN1 (Li et al., 
2015a). 
Diversi studi condotti su animali e colture cellulari hanno mostrato come l’esposizione al 
piombo sia in grado di indurre la MA. E’ stato osservato che l’esposizione al piombo di 
ratti durante il loro sviluppo determina una ritardata (20 mesi dopo) sovraespressione 
dell’APP e del peptide Aβ (Basha et al., 2005). Le stesse osservazioni sono state fatte su 
scimmie adulte esposte in giovane età al piombo (Wu et al., 2008). Lo stesso gruppo ha 
osservato che l’esposizione al piombo precocemente durante lo sviluppo era accompagnato 
da un significativo decremento dei livelli proteici delle DNMT, di MeCP2 e altre proteine 
coinvolte nelle modificazioni istoniche (Bihaqi et al., 2011). Inoltre l’esposizione di cellule 
di neuroblastoma al piombo induceva un latente aumento di espressione dei fattori di 
trascrizione Sp1 e Sp3, insieme ad una riduzione dei livelli di DNMT1, DNMT3a e 
MeCP2 (Bihaqi e Zawia, 2012 ). Un altro gruppo ha analizzato il pattern di metilazione del 
gene APP in cellule in coltura esposte al piombo, osservando ipometilazione del promotore 
e disturbo nell’espressione della DNMT1 (Li et al., 2012). 
28 
 
Molto interessante è un lavoro di Chen e colleghi i quali hanno osservato in colture 
cellulari endoteliali di cervello che il peptide Aβ stesso può indurre modificazioni 
epigenetiche (Chen et al., 2009). In particolare l’accumulo del peptide β-amiloide può 
determinare da un lato una globale ipometilazione genomica e dall'altro ipermetilazione di 
specifici loci genici, come il promotore del gene per la neprilisina. La neprilisina è una 
proteina di membrana coinvolta nella degradazione del peptide β-amiloide; una sua sovra 
espressione riduce significativamente l'accumulo di β-amiloide in topi MA (Marr et al., 
2003), mentre è stata riscontrata una sua riduzione in cervelli di pazienti MA (Russo et al., 
2005). La regione promotrice del gene che codifica per la NEP è molto ricca di isole CpG 
che vengono riconosciute come siti di metilazione dalle DNMT; gli effetti epigenetici del 
peptide β-amiloide non sono ancora chiari ma questo studio suggerisce che il β-amiloide 
possa essere artefice della sua stessa formazione e accumulo. In un recente lavoro il ruolo 
del peptide Aβ è stato messo in relazione con la produzione di ROS e l’induzione di 
modificazioni epigenetiche in topi modello della MA (5XFAD mice) (Griñán‐Ferré et al., 
2016). In questi topi sono stati osservati alti livelli di espressione dei geni APP e Bace1, 
alti livelli dei loro prodotti proteici ed alto numero di placche amiloidi; inoltre è stato 
osservato che il progredire della malattia era accompagnato da un accumulo di ROS, in 
particolare i livelli di 4-HNE aumentavano già dopo due mesi di vita. Accanto a queste 
modificazioni gli autori hanno anche osservato un aumento della metilazione globale in 
concomitanza con il deposito del peptide Aβ ed un incremento di espressione delle Dnmt1, 
3a e 3b; effetti simili sono stati visti per alcune metiltransferasi e deacetilasi istoniche 
(Griñán‐Ferré et al., 2016).    
 
1.7.2. Studi su tessuti umani 
I primi studi condotti sul tessuto cerebrale di pazienti MA risalgono agli anni ’90. In uno 
studio del 1995 è stato osservato che la regione del promotore del gene APP era 
ipometilata in tessuti cerebrali post-mortem di pazienti con MA rispetto a controlli sani e 
con demenza non-Alzheimer (Pick’s disease) (West et al., 1995). A riguardo, Toghi e 
colleghi hanno osservato che le isole CpG nel promotore dell’APP nella corteccia parietale 
sono frequentemente metilate prima dei 70 anni e significativamente demetilate dopo 
quest’età, e ciò potrebbe essere associato alla progressiva deposizione del peptide Aβ 
(Toghi et al., 1999).  
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Da allora molti studi si sono focalizzati sullo studio della metilazione del DNA in tessuti 
cerebrali di individui con la MA. Studi di metilazione globale mediante tecniche di 
immunoistochimica hanno rivelato differenti pattern di metilazione in differenti aree 
cerebrali dei cervelli di pazienti LOAD (Mastroeni et al., 2009; Mastroeni et al., 2010; 
Chouliaras et al., 2013; Condliffe et al., 2014; Coppieters et al., 2014). Inoltre molti geni 
differenzialmente metilati a livello cerebrale di pazienti con MA rispetto a controlli 
neurologicamente sani sono stati individuati (Siegmund et al., 2007; Bakulski et al., 2012; 
Furuya et al., 2012; Rao et al., 2012; Sanchez-Mut et al., 2013; De Jager et al., 2014; 
Lunnon et al., 2014; Sanchez-Mut et al., 2014; Yu et al., 2015). Il primo studio genome-
wide è stato condotto da Bakulsky e collaboratori (2012). 948 siti CpG sono stati 
potenzialmente associati con la forma sporadica della MA ed è stata registrata una 
differenza di metilazione tra pazienti LOAD e controlli sani del 2,9% (Bakulski et al., 
2012). In un altro studio sono stati investigati i livelli di metilazione di 415,848 siti CpG, 
71 dei quali sono risultati essere associati alla MA, incluse CpG in prossimità dei geni 
ANK1, BIN1 e RHBDF2, tutti geni noti per essere differenzialmente espressi nella MA (De 
Jager et al., 2014). 
Data la difficoltà nell’esecuzione di analisi su campioni cerebrali, sono stati ricercati 
possibili marcatori epigenetici in tessuti periferici come sangue e CSF in grado di 
monitorare la malattia nei diversi stadi (Carboni et al., 2015; D'Addario et al., 2012; Ferri 
et al., 2016; Hou et al., 2013; Kaut et al., 2014; Silva et al., 2014; Nagata et al., 2015; 
Piaceri et al., 2015; Wang et al., 2008). Uno dei primi studi in cui è stato utilizzato il 
sangue periferico per studiare modificazioni epigenetiche in pazienti con MA risale al 2008 
(Wang et al., 2008). In questo studio sono stati investigati vari geni coinvolti nel 
processamento del peptide β-amiloide e nel metabolismo dei folati sia su tessuto cerebrale 
che su linfociti di sangue periferico, ed è stato osservata una variabilità inter-individuale 
nella metilazione dei geni PSEN1, APOE, DNMT1 e MTHFR (Wang et al., 2008). Risultati 
contrastanti sono stati ottenuti dallo studio dei livelli di metilazione delle sequenze ripetute 
del DNA, come le LINE1 e le Alu (Bollati et al., 2011; Hernandez et al., 2014; Di 
Francesco et al., 2015). Più recentemente uno studio di tipo epigenome-wide è stato 
eseguito sia nel tessuto cerebrale che nel sangue di individui con la MA (Lunnon et al., 
2014). Da questo studio sono emersi diversi loci genici, alcuni dei quali posti in prossimità 
di geni coinvolti nella MA, differentemente metilati nel sangue di pazienti con MA rispetto 
ai controlli. Comunque questi loci erano diversi rispetto a quelli trovati nel tessuto 
cerebrale (Lunnon et al., 2014). 
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In un recente lavoro mediante un approccio epigenome-wide sono stati analizzati i livelli di 
metilazione del DNA in linfociti CD4+ da sangue prelevato a due tempi diversi, un’analisi 
al momento del reclutamento dello studio ed una in prossimità della morte del paziente, e 
in tessuto cerebrale post-mortem di 41 individui anziani, dei quali più della metà è stato 
diagnosticato come affetto da MA all’esame autoptico (Yu et al., 2016). E’ stato osservato 
che i pattern di metilazione globale erano conservati nei diversi tessuti, ed in particolare la 
metilazione media a livello cerebrale è risultata essere più bassa rispetto a quelle dei 
linfociti. Inoltre i livelli di metilazione a livello di singoli siti CpG erano altamente 
sovrapponibili tra le due analisi sui linfociti CD4+, mentre il 46,8% dei 420,131 siti CpG 
hanno mostrato una metilazione differente tra i due tessuti. Solo una modesta differenza 
(del 5% circa) è stata osservata nei livelli di metilazione globale tra i pazienti MA e quelli 
neurologicamente sani (Yu et al., 2016). 
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2. Scopo della tesi 
Lo scopo di questo lavoro di tesi è stato quello di ricercare possibili marcatori epigenetici 
periferici in soggetti affetti da malattia di Alzheimer sporadica ad esordio tardivo.  
A questo proposito è stato condotto un primo studio (studio 1) in cui sono stati valutati i 
livelli di metilazione di geni coinvolti nel processamento del peptide β-amiloide (PSEN1 e 
BACE1), nella metilazione del DNA (DNMT1, DNMT3A e DNMT3B) e nel metabolismo 
dei folati (MTHFR) in DNA estratto da sangue periferico di pazienti MA e individui 
neurologicamente sani. I risultati sono stati correlati con noti fattori di rischio per la MA, 
come l’età, il sesso, biomarcatori del ciclo dei folati e presenza del genotipo APOE ε4. 
Inoltre in un sottogruppo di questi individui sono state analizzate mediante l’applicazione 
di reti neurali artificiali le forze di connessione tra le variabili analizzate. 
In un secondo studio (studio 2) sono stati valutati i livelli di metilazione di geni che 
codificano per proteine coinvolte nella riparazione del DNA nel sangue periferico di 
pazienti con MA e controlli neurologicamente sani, al fine di rilevare eventuali differenze 
tra i due gruppi. 
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3. Materiali e Metodi 
3.1 . Popolazione oggetto dello studio 
Per questo lavoro di tesi è stata utilizzata una popolazione costituita da 120 soggetti con 
diagnosi di MA probabile, rispettando i criteri NINCDS-ADRDA (McKhann et al., 2011) e 
da 115 soggetti volontari non affetti da patologie neurologiche e la cui storia familiare è 
risultata negativa per la MA (Tabella 1). Tutti i partecipanti allo studio sono stati reclutati 
nella Clinica Neurologica dell’Università di Pisa e nell’Istituto di Ricovero e Cura a 
Carattere Scientifico (IRCCS) “Oasi Maria Santissima” di Troina (EN) e sono stati 
sottoposti ad un prelievo ematico dopo consenso informato da ciascuno di loro. I campioni 
di sangue sono stati raccolti in provette con l’anticoagulante EDTA e conservati a -20°C 
fino al momento dell’estrazione del DNA. 
Questo studio è stato eseguito in conformità alla Dichiarazione di Helsinki, in accordo con 
le regole etiche proposte dal Comitato Etico del Azienda Ospedaliera Pisana. 
 
 Pazienti MA (n=120) Controlli (n=115) p-value 
Età al campionamento (anni, media ± DS) 76.9 ± 8.1 76.3 ± 8.3 0.56
a
 
Sesso (M/F) 49/71 51/64 0.60
b
 
 
Tabella 1. Caratteristiche demografiche della popolazione oggetto dello studio. p-value ottenuto mediante atest t di 
Student e banalisi χ2. 
 
3.2. Analisi di metilazione del DNA 
Le analisi di metilazione sono state condotte mediante due tecniche. Per le analisi di 
metilazione dello studio 1 condotto su 120 pazienti MA e 115 controlli (tabella 1) è stata 
utilizzata la tecnica Methylation-Sensitive High Resolution Melting (MS-HRM). Per lo 
studio 2 è stato dapprima utilizzato un saggio che consente la simultanea analisi di 22 geni 
su 7 pazienti MA e 7 controlli (tabella 2), ed in seguito la MS-HRM su 56 pazienti con MA 
e 55 controlli (tabella 3). Inoltre la metilazione del gene MTHFR, l’unico ad avere mostrato 
una grande variabilità interindividuale nei suoi livelli di metilazione (5-75%) è stata 
confermata mediante la tecnica del pirosequenziamento. 
Il DNA genomico è stato isolato da sangue periferico mediante l’uso del kit QIAamp 
Blood Mini Kit (Qiagen, Milano, Italia) seguendo i passaggi indicati nel manuale di 
riferimento. Successivamente, il materiale genomico estratto, è stato quantificato mediante 
lo spettrofotometro NanoDrop ND 200c (Nano Drop Thermo scientific, Wilmington, DE). 
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Variabile Pazienti MA (n=7) Controlli (n=7) p-value 
Età al campionamento (anni, media ± DS) 79.1 ± 4.7 79.7 ± 5.2 0.83
a
 
Sesso (M/F) 5/2 5/2 1.00
b
 
 
Tabella 2. Caratteristiche demografiche della popolazione oggetto dello studio analizzata con gli Array di metilazione.  
p-value ottenuto mediante atest t di Student e banalisi χ2   
 
 
Variabile Pazienti MA (n=56) Controlli (n=55) p-value 
Età al campionamento (anni, media ± DS) 76.3 ± 7.3 77.9 ± 10.1 0.49
a
 
Sesso (M/F) 31/25 32/23 0.85
b
 
 
Tabella 3. Caratteristiche demografiche della popolazione oggetto dello studio analizzata con la tecnica MS-HRM nello 
studio 2.  p-value ottenuto mediante atest t di Student e banalisi χ2   
 
 
3.3. Methylation-Sensitive High Resolution Melting 
Per l’analisi di metilazione mediante MS-HRM sono stati trattati 200 ng di DNA con sodio 
bisolfito utilizzando il kit “EpiTect® Bisulfite Kit” (Qiagen, Milano, Italia). Questo 
trattamento è necessario per poter conservare la metilazione nella sequenza di interesse 
che, altrimenti durante la reazione di PCR andrebbe persa per azione della DNA 
polimerasi. Come intercalante abbiamo utilizzato l’Eva-Green che emette fluorescenza a 
510 nm se eccitato ad una lunghezza d’onda di 470 nm. Lo strumento che abbiamo usato 
per questa analisi è il termociclatore C1000™ Thermal Cycler supportato dal CFX 96™ 
Real-Time System (Bio-Rad, Milano). 
I primer utilizzati per l’amplificazione dei geni BACE1, DNMT1, DNMT3B, PSEN1, 
MRE11A e PARP1 sono stati disegnati attraverso l'utilizzo del software MethPrimer 
seguendo le linee guida di Wojdacz et al. (Wojdacz et al., 2008), mentre i primer per i geni 
per MTHFR, DNMT3A, BRCA1, MGMT e MLH1 sono stati presi dalla letteratura 
(Vaissiere et al., 2009, Jost et al., 2014, Lim et al., 2014, Coppedè et al., 2014). Per ogni 
reazione è stato usato un volume di 25 μl contenente 12,5 μl di master Mix (Qiagen, 
Milano, Italia), 1 μl di primer forward, 1 μl di primer reverse, 9,5 μl di H2O ed in aggiunta 
1 μl di DNA trattato con bisolfito, contenente circa 10 ng di DNA. I primer e le loro 
principali caratteristiche, quali la temperatura di annealing, la lunghezza dell’amplicone e 
il numero di dinucleotidi CpG presenti nell’amplicone, sono riportati nelle tabelle 4 e 5.  
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Gene Sequenza dei primer Ta Amplicon
e (bp)  
Siti 
CpG 
BACE1  
 
F 5’-CGGTAGAGGGTATTTTAGATTTTTTT-3’  
R 5’-CGTTAACTACTCAAACCACCATAAT-3’ 
57° 191 10 
DNMT1 F 5’- GGTATCGTGTTTATTTTTTAGTAA-3’  
R 5’- ACGAAACCAACCATACCCAA-3’  
52° 114 9 
DNMT3A F 5’-GGTTTGGGTTTATTGTAGGAAGGTTATTAAGGT-3’  
R 5’- AATCCAAAACCCCCCTATCACGAAA-3’  
58° 199 7 
DNMT3B F 5’-TGGTGTTGTGTGATTATAGTGG-3’  
R 5’- TCACCCTAAAAAATCAAAAACC-3’  
55° 174 6 
MTHFR F 5’-TTTTAATTTTTGTTTGGAGGGTAGT-3’  
R 5’- AAAAAAACCACTTATCACCAAATTC-3’  
54° 155 7 
PSEN1 F 5’- TTTTTTGATTGTGATGTAGTTGGTT-3’  
R 5’- AAAAACCCAAAACTCCACCTAAC-3’  
56° 227 11 
 
Tabella 4. Primer dei geni analizzati nello studio 1. 
 
 
Gene Sequenza dei primer Ta Amplicon
e (bp)  
Siti CpG 
BRCA1 
 
F 5’-TTGTTGTTTAGCGGTAGTTTTTTGGTT-3’ 
R 5’-CAATCGCAATTTTAATTTATCTATAATTCC-3’ 
58° 79 7 
MGMT F 5’-GCGTTTCGGATATGTTGGGATAAGT-3’ 
R 5’-AACGACCCAAACACTCACCAAA-3’ 
58° 110 12 
MLH1 F 5’-GGTTATAAGAGTAGGGTTAA-3’ 
R 5’-ATACCAATCAAATTTCTC-3’ 
56° 81 5 
MRE11A F 5’-ATTTTGTTGGTGTTTAAAGGTGTTT-3’ 
R 5’-CAAAAACAATCCTATATTTCCTATTCAA-3’ 
56° 150 7 
OGG1 F 5’-AAATAGGGAAGGTTGTTAAATAGTAT-3’ 
R 5’-AAAAACCCACAAAACAAAAATAAAA-3’ 
52° 214 15 
PARP1 F 5’-GTTTTTTAAAGAGTTATTAGTTTAGTTTAA-3’ 
R 5’-CCCTAATAAATTACTAATACCTAACC-3’ 
56° 194 24 
 
Tabella 5. Primer dei geni analizzati nello studio 2. 
 
La tecnica MS-HRM è in grado di fornire un range di metilazione di un campione di 
interesse mediante il confronto tra la sua curva di melting e quelle ottenute con DNA 
standards con valore di metilazione noto (figura 6). Per ottenere un valore preciso di 
metilazione abbiamo quindi utilizzato la funzione “polyfit” all’interno del programma 
MatLab, che fornisce una curva di interpolazione (Migheli et al., 2013). Per la costruzione 
di questa curva abbiamo utilizzato la media dei valori di RFU (Relative Fluorescence Unit) 
normalizzati dei DNA standards (0%, 12.5%, 25%, 50%, 75%, 100%) che ci vengono 
forniti dal software “Precision melt analysis™ software” (BioRad, Milano). Si procede 
quindi con l’inserimento del valore RFU di ogni campione nella funzione, così da ottenere 
un valore preciso di metilazione. 
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Figura 6. Curve di melting ottenute con la tecnica MS-HRM. Con la freccia è indicato un campione con un grado di 
metilazione compreso tra il 50 e il 75%. 
 
3.4. Pirosequenziamento 
I livelli di metilazione del gene MTHFR, l’unico ad avere mostrato una metilazione media 
di metilazione compresa tra il 5% e il 75%, sono stati confermati mediante la tecnica del 
piroseqenziamento, analizzando le stesse unità CpG analizzate con la MS-HRM. Per ogni 
reazione di PCR sono stati utilizzati 12.5 μL di PyroMark Mastermix (Qiagen), 5 pmol di 
primer forward e primer reverse e 1 μL (circa 10 ng) di DNA trattato con bisolfito di sodio. 
Le analisi sono state condotte con un PyroMark Q24 MDx (Qiagen, Germania) al 
dipartimento di Scienze Nutrizionali, Università di Vienna 
 
3.5. Array di metilazione 
Per lo studio della metilazione dei geni coinvolti nella riparazione del DNA è stato 
utilizzato il DNA Repair EpiTect Methyl II PCR Array (Qiagen, Milano, Italia) che 
permette di ottenere lo stato di metilazione di 22 geni in un unico esperimento. I geni 
analizzati codificano per proteine facenti parte del BER, del NER, del MMR e della 
riparazione al danno al DNA a doppio filamento (tabella 6). Il saggio di Array è stato 
eseguito seguendo il protocollo della ditta. A differenza della metodica MS-HRM, questa 
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analisi di metilazione non necessita del trattamento con sodio bisolfito del DNA. Tale 
saggio consiste di una prima fase in cui 1 μg di DNA genomico viene trattato con enzimi 
sensibili alla metilazione, che digeriscono il DNA non metilato, e con enzimi dipendenti 
dalla metilazione, che digeriscono il DNA metilato. Nella seconda fase il DNA digerito 
con i diversi enzimi viene dispensato in una piastra da 96 pozzetti contenente i primer per i 
geni di interesse, e viene quindi eseguita real-time PCR. Il profilo di metilazione viene 
fornito come percentuale di DNA non metilato (UM, unmethylated DNA) e di DNA 
metilato (M, methylated DNA) per ciascun gene. Le analisi sono state eseguite con un 
termociclatore C1000™ Thermal Cycler supportato dal CFX 96™ Real-Time System della 
Bio-Rad con reagenti e condizioni di PCR fornite dalla ditta. Ogni Array contiene due 
controlli interni, chiamati rispettivamente SEC (methylation-sensitive restriction enzyme 
control assay) e DEC (methylation-dependent restriction enzyme control assay). Questi 
controlli contengono una sequenza non metilata (SEC) e una sequenza metilata (DEC) e 
servono come controllo interno di qualità del saggio, per confermare l’efficienza del taglio 
degli enzimi di restrizione. I dati sono stati analizzati con il software Methyl II PCR data 
analysis della Qiagen che fornisce un file Excel che calcola lo stato di metilazione del 
DNA a partire dai dati grezzi dei cicli soglia (Ct) di amplificazione della PCR, usando la 
tecnologia MethylScreen
TM
. Una volta che i Ct vengono immessi nel file Excel, il software 
fornisce un risultato delle sequenze interne SEC e DEC. Più del 94% delle sequenze SEC e 
DEC devono essere digerite affinché i risultati dell’Array possano essere considerati 
attendibili. 
Meccanismo di riparazione al DNA Geni analizzati 
Base Excision Repair (BER) APEX1, LIG3, PARP1, POLB, UNG, XRCC1, 
Nucleotide Excision Repair (NER) CCNH, RAD23A, RAD23B, XPC 
Mismatch Repair (MMR) MLH1, MLH3, MSH2, PMS2, POLD3, 
Double-Strand Break (DSB) Repair BRCA1, BRCA2, FEN1, MRE11A, RAD50, RAD51 
Altri geni correlati alla riparazione al DNA ATM 
 
Tabella 6. Geni della riparazione al DNA presenti nell’Array. 
 
 
3.6. Genotipizzazione 
La genotipizzazione per APOE è stata eseguita come descritto da Hixon e Vernier (1990) e 
da Tsai e collaboratori (1994). Brevemente, una volta che il DNA è stato isolato dal sangue 
periferico è stata eseguita una PCR con i primers specifici per il gene APOE. L’amplificato 
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è stato digerito con l’enzima di restrizione HhaI, ed i frammenti separati mediante corsa 
elettroforetica su gel.  
 
3.7. Analisi Biochimiche 
Le analisi biochimiche sono state effettuate su campioni di sangue periferico con protocolli 
standard presso il laboratorio di diagnostica dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria Pisana 
e dell’IRCCS Oasi Maria SS, Troina. Il plasma è stato immediatamente separato e 
conservato in congelatore a -80°C. L’Hcy plasmatica è stata misurata mediante 
cromatografia liquida/spettrometria di massa tandem; mentre i livelli sierici di folati e 
vitamina B12 sono stati determinati tramite un test immunologico per 
elettrochemioluminescenza (ECLIA). 
 
3.8. Mappa di connettività semantica 
Per mostrare graficamente le connessioni e le forze di interazione delle variabili analizzate 
nello studio 1, è stato utilizzato un sistema artificiale adattativo chiamato Auto-CM 
(Buscema et al., 2008) in un sottogruppo di 100 pazienti con MA e 100 controlli (tabella 7) 
per i quali erano disponibili i dati completi delle variabili da analizzare (sesso, età al 
prelievo, livelli di folati, Hcy e vitamina B12 e livelli di metilazione dei geni PSEN1, 
BACE1, DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, MTHFR). Il sistema Auto-CM è un tipo particolare 
di Rete Neurale Artificiale (Artificial Neural Networks, ANN) in grado di determinare i 
pesi delle forze di associazione di tutte le variabili tra di loro. I pesi vengono quindi 
trasformati in distanze fisiche così che le coppie delle variabili con forza di connessione 
maggiore saranno più vicine tra loro. Dopo una fase di “apprendimento” il peso della 
matrice dell’Auto-CM rappresenta il paesaggio deformato del dataset. In seguito viene 
applicato un semplice filtro per ottenere una mappa delle principali connessioni tra le 
variabili del dataset definita mappa di connettività. Le variabili categoriche vengono 
lasciate invariate mentre le variabili numeriche (folati, Hcy, vitamina B12 e la metilazione 
dei geni) sono state trasformate in input con range da 0 a 1 (Gallucci et al., 2014; Coppedè 
et al., 2013). Ad esempio la metilazione del gene MTHFR ha mostrato valori di metilazioni 
variabili tra il 5.9% (il più basso valore osservato) e il 74.6% (valore più alto). In seguito 
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alla trasformazione a 5.9 viene assegnato il valore di 0, mentre al 74.6% il valore 1. Tutti 
gli altri valori di metilazione di MTHFR osservati vengono trasformati in base alla nuova 
scala. Grazie a questo pre-processamento di tutte le variabili studiate viene consentita una 
visualizzazione grafica di ogni variabile nella mappa in base ai loro valori più bassi e più 
alti. 
Variabile Pazienti MA (n=100) Controlli (n=100) p-value 
Età al campionamento 
(anni, media ± DS) 
77.5 ± 7.5 76.8 ± 8.4 0.53
a
 
Sesso (M/F) 46/54 46/54 1.00
b
 
 
Tabella 7. Caratteristiche demografiche della popolazione oggetto dello studio analizzata con le ANN.  p-value ottenuto 
mediante atest t di Student e banalisi χ2   
 
3.9. Analisi statistiche 
Le differenze di età e le differenze di genere nei due gruppi in esame sono state verificate 
rispettivamente mediante analisi della varianza e test del χ2. 
Dal momento che le concentrazioni di Hcy, folati e vitamina B12 non mostravano una 
distribuzione normale, i dati sono stati sottoposti a trasformazione logaritmica prima delle 
analisi. 
Le differenze nella media dei livelli ematici di Hcy, folati e vitamina B12 sono state 
calcolate utilizzando l'analisi della varianza (ANOVA) multifattoriale, includendo come 
cofattori l’età al momento del campionamento e il genere. Questo stesso test è stato 
applicato per valutare le differenze di metilazione dei geni studiati nei due gruppi oggetto 
dello studio. 
La regressione lineare è stata utilizzata per valutare la correlazione tra i dati biochimici e i 
livelli di metilazione dei geni, per correlare ogni dato biochimico con l’età al momento del 
campionamento e per verificare l’esistenza di una correlazione tra l'età al momento del 
campionamento e i livelli di metilazione di ciascun gene.  
Dal momento che con la MS-HRM abbiamo analizzato i livelli di metilazione di sei diversi 
geni nello studio 1 e 6 geni nello studio 2, abbiamo applicato la correzione di Bonferroni 
per analisi multiple. Il p-value per considerare un risultato statisticamente significativo è 
stato quindi stabilito a 0,05/6 = 0,008 in ciascuno studio. 
Tutte le analisi statistiche sono state condotte con l'ausilio dei software GraphPad Prism e 
STATGRAPHICS® Centurion XVI.I 
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4. Risultati 
4.1. Risultati Studio 1 
Nella tabella 8 sono riportate le caratteristiche demografiche, i dati biochimici e genetici 
dei 120 pazienti MA e 115 controlli utilizzati nello studio 1.  
I livelli plasmatici di Hcy tendono ad essere più elevati nei pazienti MA rispetto ai 
controlli, e sia i livelli plasmatici di folati che di vitamina B12 più bassi nel gruppo MA, 
sebbene solo la vitamina B12 raggiunga una differenza statisticamente significativa (p = 
0.0007). I portatori dell’allele APOE ε4 sono significativamente più numerosi nel gruppo 
MA rispetto ai controlli (p = 0.0001). 
 
 
 
Variabile Pazienti MA (n=120) Controlli (n=115) p-value 
Età al campionamento (anni, media ± DS) 76.9 ± 8.1 76.3 ± 8.3 0.56
a
 
Sesso (M/F) 49/71 51/64 0.60
b
 
Folati (ng/mL, media ± SEM) 6.5 ± 0.4 6.8 ± 0.4 0.23
c
 
Omocisteina (μmol/L, media ± SEM) 16.7 ± 0.8 14.3 ± 0.9 0.11c 
Vitamina B12 (pg/mL, media ± SEM) 371.8 ± 24.3 462.2 ± 25.2 0.0007
c
 
APOE ε4d (portatori/non portatori) 46/61 16/86 0.0001b 
 
Tabella 8. Caratteristiche demografiche, dati biochimici e genotipizzazione di APOE dello studio 1. a Student’s t Test. b 
test del χ2. cAnalisi della varianza multifattoriale usando dati normalizzati e corretti per età e per sesso.  
dDati disponibili per 207 pazienti: 107 MA (45 maschi e 62 femmine, età media 76.8 ± 6.4 anni) e 102 controlli (47 
maschi e 55 femmine, età media 75.6 ± 8.0 anni). 
 
 
 
L’analisi di regressione lineare ha mostrato una correlazione significativa tra l’aumento 
dell’età ed i valori di Hcy (r = 0.32; p = 0.0001), e una correlazione inversa tra i livelli 
plasmatici di Hcy sia con i livelli di folati (r = -0.47; p = 0.001) che con i livelli di vitamina 
B12 (r = -0.38; p = 0.001). Inoltre i livelli sierici dei folati hanno mostrato una correlazione 
positiva con i livelli sierici di vitamina B12 (r = 0.26; p = 0.001) (figura 7). Nessun effetto 
significativo è stato osservato tra i livelli dei metaboliti analizzati e il sesso dei soggetti. 
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Figura 7. Analisi di regressione lineare. (A) correlazioni tra l’Hcy e l’età (r = 0.32; p = 0.0001), (B) tra l’Hcy e i folati (r 
= -0.47; p = 0.001), (C) tra l’ Hcy e la vitamina B12 (r = -0.38; p = 0.001)  e (D) tra i folati e la vitamina B12 (r = 0.26; p 
= 0.001). I livelli sierici di Hcy (μmol/L), di folati (ng/mL) e di vitamina B12 (pg/mL) hanno mostrato una distribuzione 
non normale e sono quindi stati utilizzati i valori sottoposti a trasformazione logaritmica. 
 
4.1.1. Analisi di metilazione 
In tabella 9 sono riportate le medie dei livelli di metilazione ottenute per i sei geni 
analizzati nello studio 1 mediante la tecnica MS-HRM. Tutti i geni sono risultati essere 
altamente ipometilati nelle regioni analizzate sia nei pazienti MA che nei controlli, eccetto 
per il gene MTHFR che ha mostrato una metilazione variabile tra il 5% e il 75% di 
metilazione ed una metilazione media di 31.1% nei pazienti MA e 30.7% nei controlli. 
Nessun gene ha mostrato una differenza di metilazione statisticamente significativa tra i 
due gruppi. 
Gene Pazienti MA  
(media ± SEM) 
Controlli  
(media ± SEM) 
p-value 
BACE1 0.62 ± 0.11 0.74 ± 0.11 0.12 
PSEN1 0.54 ± 0.14 0.67 ± 0.15 0.51 
DNMT1 2.31 ± 0.27 1.88 ± 0.28 0.41 
DNMT3A 0.90 ± 0.25 1.59 ± 0.26 0.10 
DNMT3B 2.19 ± 0.37 1.99 ± 0.38 0.81 
MTHFR 31.1 ± 1.03 30.7 ±1.08  0.89 
 
Tabella 9. Media dei livelli di metilazione (%) ottenuti con la MS-HRM.  
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Le uniche correlazioni trovate statisticamente significative tra i livelli di metilazione e le 
caratteristiche demografiche, dati biochimici e genotipizzazione di APOE sono state una 
correlazione inversa tra i livelli plasmatici di Hcy e la metilazione di MTHFR (r = -0.21; p 
= 0.002, figura 8A) e una correlazione positiva tra i livelli plasmatici di folati e la 
metilazione di MTHFR (r = 0.21; p = 0.002, figura 8B). 
 
 
 
Figura 8. Correlazione tra la metilazione del gene MTHFR e i livelli sierici di omocisteina (A) e folati (B). 
 
 
La metilazione del gene MTHFR è stata confermata mediante la tecnica del 
pirosequenziamento, la quale ha confermato i livelli di metilazione osservati con la MS-
HRM (Figura 9). 
 
 
 
Figura 9. Metilazione del gene MTHFR ottenuta con le tecniche MS-HRM e pirosequenziamento. 
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4.1.2. Mappa di connettività semantica 
Nella tabella 10 sono riportate le caratteristiche demografiche, i dati biochimici e i livelli di 
metilazione dei 6 geni analizzati nei 100 pazienti MA e 100 controlli utilizzati per la 
costruzione della mappa di connettività semantica. Anche in questo sottogruppo di 
individui i livelli di vitamina B12 sono significativamente ridotti nei pazienti MA rispetto 
ai controlli. 
Variabile Pazienti MA (n=100) Controlli (n=100) p-value
a
 
Età al campionamento 
(anni, media ± DS) 
77.5 ± 8.1 76.8 ± 8.4 0.53 
Sesso (M/F) 46/54 46/54 1.00 
Folati  
(ng/mL, media ± SEM) 
6.8 ± 0.49 6.9 ± 0.47 0.77 
Omocisteina  
(μmol/L, media  ± SEM) 
17.4 ± 1.18 14.8 ± 0.63 0.17 
Vitamina B12  
(pg/mL, media ± SEM) 
403 ± 21.8 472 ± 31.0 0.04 
PSEN1 %metilazione 
(media ± SEM) 
0.6 ± 0.12 0.9 ± 0.19 0.18 
BACE1 %metilazione  
(media ± SEM) 
0.5 ± 0.09 0.8 ± 0.12 0.06 
DNMT1 %metilazione 
(media ± SEM) 
2.3 ± 0.29 1.9 ± 0.25 0.29 
DNMT3A %metilazione 
(media ± SEM) 
0.9 ± 0.22 1.2 ± 0.22 0.33 
DNMT3B %metilazione 
(media ± SEM) 
2.4 ± 0.41 2.7 ± 0.37 0.59 
MTHFR %metilazione 
(media ± SEM) 
30.8 ± 1.12 30.3 ± 0.99 0.74 
 
Tabella 10. Distribuzione delle  variabili per le ANN tra casi e controlli. a p-value ottenuto mediante analisi χ2 o test t di 
Student. 
 
La figura 10 mostra la mappa di connettività semantica ottenuta con l’Auto-CM. Le 
variabili che mostrano il più grande numero di connessioni con le altre variabili vengono 
chiamate “hubs” (fulcri). Un valore numerico viene applicato ad ogni connessione che è 
proporzionale alla forza di connessione tra due variabili (f.a.= forza di associazione; 0= 
nessuna associazione, 1=alta associazione). I risultati mostrano chiaramente che i pazienti 
MA e i controlli sono ben separati tra di loro. In particolar modo i pazienti MA sono 
altamente connessi a bassi livelli di vitamina B12 (f.a.= 0.96), i quali a loro volta sono 
altamente connessi a bassi folati (f.a. = 0.99) ed alta Hcy (f.a. = 0.79). Al contrario i 
controlli sono altamente connessi a bassa Hcy (f.a. = 0.96), la quale è altamente connessa a 
bassi folati (f.a. = 0.75) ed alta vitamina B12 (f.a. = 0.82).  
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Figura 10. Mappa di connettività semantica ottenuta con il sistema Auto-CM.  
 
 
Un dato interessante che emerge dalla mappa è che la metilazione della PSEN1 funziona 
come un hub del sistema ed è altamente connessa a bassi livelli di metilazione di tutti gli 
altri geni investigati. Inoltre bassi livelli di metilazione di PSEN1 sono altamente connessi 
a bassi folati (f.a.= 0.99) così come a bassi livelli di Hcy (f.a. = 0.99). I bassi livelli Hcy 
sono un altro hub del sistema, direttamente connesso non solo ai controlli 
neurologicamente sani e ad alti livelli di folati e di vitamina B12, ma anche ad alti livelli di 
metilazione della maggior parte dei geni studiati (f.a. = da 0.53 a 0.96). Il sesso non è 
direttamente legato alla metilazione del promotore, mentre l’incremento dell’età (> 80 
anni) è direttamente correlato a bassi livelli di metilazione della DNMT1, e più giovane età 
a bassi livelli di Hcy. 
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4.2. Risultati Studio 2 
In figura 11 sono mostrati i risultati ottenuti con l’array di metilazione.  
 
 
Figura 11. Risultati degli array di metilazione dello studio 2. MC= controllo metilato; UC controllo non metilato. 
 
Tutti i 22 geni studiati sono risultati essere altamente demetilati e nessuna differenza 
significativa tra i due gruppi è stata osservata. La sequenza di controllo interna metilata 
(MC) è risultata essere ipermetilata (> 99% di metilazione), mentre la sequenza di 
controllo interna non metilata (UC) è risultata essere demetilata (< 1% di metilazione). 
In tabella 11 sono mostrati le medie di metilazione ottenute sui 6 geni analizzati nello 
studio 2 mediante la tecnica MS-HRM.  
 
Gene  Pazienti MA (media ± 
SEM) 
Controlli (media ± 
SEM) 
p-value 
BRCA1 0.54 ± 0.08 0.89 ± 0.12 0.013 
MGMT 0.08 ± 0.03 0.34 ± 0.16 0.10 
MLH1 0.55 ± 0.10 0.46 ± 0.08 0.62 
MRE11A 2.22 ± 0.40 2.03 ± 0.35 0.62 
OGG1 0.14 ± 0.03 0.15 ± 0.03 0.69 
PARP1 0.26 ± 0.04 0.30 ± 0.05 0.42 
 
Tabella 11. Media dei livelli di metilazione (%) ottenuti con la MS-HRM. 
 
Anche con questa tecnica tutti i geni sono risultati essere altamente demetilati e nessuna 
differenza statisticamente significativa tra i due gruppi è stata osservata. Il gene che ha 
mostrato la differenza maggiore tra gli individui con MA (0.54 ± 0.08) e i controlli (0.89 ± 
0.12) è stato BRCA1 (p = 0.013), la cui significatività non raggiunge comunque quella 
stabilita a priori in seguito alla correzione di Bonferroni, e che è stata settata a p = 0,008. 
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5. Discussione 
Nel presente lavoro di tesi sono stati indagati i profili di metilazione di numerosi geni in 
DNA estratto da cellule del sangue periferico di pazienti affetti dalla malattia di Alzheimer 
e in controlli neurologicamente sani. Nel primo studio sono stati indagati i livelli di 
metilazione di geni coinvolti nel processamento del peptide β-amiloide (PSEN1 e BACE1), 
nella metilazione del DNA (DNMT1, DNMT3A e DNMT3B) e nel metabolismo dei folati 
(MTHFR) e non sono state osservate differenze statisticamente significative tra i pazienti e 
i controlli. Sono stati anche analizzati alcuni noti fattori di rischio per la MA, come l’età, il 
sesso, alcuni biomarcatori del ciclo dei folati e la presenza del genotipo APOE4, che non 
hanno mostrato avere nessun effetto sulle medie di metilazione dei geni studiati, con 
l’unica eccezione del gene MTHFR che ha mostrato correlazione con i livelli plasmatici di 
folati e Hcy.  
Per quanto riguarda BACE1, Wang e collaboratori hanno analizzato i suoi livelli di 
metilazione in linfociti di sangue periferico e in tessuto cerebrale di una piccola coorte di 
soggetti senza trovare alcuna differenza di metilazione tra pazienti con MA e controlli 
neurologicamente sani, ed evidenziando solo una condizione di ipometilazione della 
regione in esame (Wang et al., 2008). Invece per quanto riguarda PSEN1 diversi studi oltre 
al nostro hanno valutato la metilazione di tale gene in relazione alla MA, sia su tessuto 
cerebrale che su sangue periferico ottenendo risultati contrastanti (Wang et al., 2008; Hou 
et al., 2013; Piaceri et al., 2014; Carboni et al., 2015). Analizzando i livelli di metilazione 
del gene PSEN1 in diverse aree di tessuto cerebrale non sono emerse differenze 
significative tra pazienti e controlli (Wang et al., 2008; Iwata et al., 2014), e questi risultati 
sono stati poi confermati in diversi studi su sangue periferico (Wang et al. 2008; Huo et al., 
2013; Carboni et al., 2015), in pieno accordo ai nostri risultati. Tuttavia, uno studio ha 
mostrato un leggero aumento statisticamente significativo della metilazione nella regione 
del promotore di PSEN1 nei pazienti MA rispetto ai controlli (Piaceri et al., 2014). Le 
differenze tra i risultati ottenuti nei vari studi devono essere considerate alla luce di diverse 
variabili quali la tecnica utilizzata, il numero dei soggetti in studio e soprattutto la regione 
del gene analizzata che possono portare a risultati contrastanti. 
Analogamente anche per quanto riguarda lo studio dei livelli di metilazione dei geni 
DNMT, non sono presenti lavori in letteratura atti a valutare il loro stato di metilazione in 
pazienti con MA tranne che nel lavoro di Wang e collaboratori. Questi autori hanno 
analizzato sia su tessuto cerebrale che su sangue periferico di pazienti MA e controlli sani 
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la metilazione della DMNT1 trovando una condizione di ipometilazione in entrambi i 
tessuti e confermando quello che emerge dai nostri risultati (Wang et al., 2008). Alcuni 
studi hanno valutato l’espressione e l’attività delle DNMTs in cellule di neuroblastoma 
umane e in modelli murini di MA mostrando come condizioni ambientali quali restrizione 
da vitamine del gruppo B, condizioni di ipossia ed esposizione a metalli pesanti, come il 
piombo, possono portare a cambiamenti dell’espressione e dell’attività delle DNMTs (Fuso 
et al., 2011; Bihaqi e Zawia et al., 2012; Liu et al., 2015). Tali evidenze suggeriscono che 
la modulazione dell’attività di questi enzimi potrebbe contribuire ai cambiamenti globali 
della metilazione osservati in esperimenti in vitro, in modelli murini di MA e in sangue 
prelevato da pazienti affetti da tale patologia (Fuso et al., 2011; Wang et al., 2014b). 
Infine, tra i geni considerati nello studio 1, MTHFR è l’unico che ha mostrato una 
accentuata variabilità inter-individuale dei livelli di metilazione nella popolazione oggetto 
dello studio (range 5-75%), livelli di metilazione ottenuti mediante la tecnica MS-HRM e 
confermati con il pirosequenziamento. Questa variabilità è confermata da altri lavori in 
letteratura sia in tessuto cerebrale che in tessuto tumorale polmonare e sangue periferico 
(Wang et al., 2008; Vaissière et al., 2009). Alcuni lavori hanno inoltre mostrato che la 
metilazione del promotore di MTHFR influenza l’espressione del gene stesso (Wang et al., 
2007; Vaissiere et al., 2009) e può inoltre essere associata a diverse malattie come alcune 
patologie tumorali, pre-eclampsia e infertilità maschile (Khazamipour et al., 2009; Wu et 
al., 2010; Ge et al., 2015) sottolineando così un possibile ruolo delle alterazioni dei livelli 
di metilazione di tale gene nello sviluppo di diverse patologie. Interessanti sono inoltre la 
correlazione negativa tra la metilazione di MTHFR e i livelli di Hcy e la correlazione 
positiva con i livelli di folati osservati in questo lavoro. In un recente studio condotto in 
pazienti con ictus è stata osservata una correlazione simile tra i livelli di folati e la 
metilazione di MTHFR nel sangue (Wei et al., 2015), ed uno studio precedente ha mostrato 
che trattamenti con alte dosi di Hcy inducevano demetilazione del gene MTHFR ed una sua 
incrementata espressione in cellule muscolari lisce (Wang et al., 2007). In letteratura non si 
trovano altri studi che prendono in considerazione il contributo dell’Hcy e dei folati sui 
livelli di metilazione di MTHFR nella MA. Tuttavia tale correlazione è stata studiata in 
altre patologie come il cancro evidenziando una correlazione dei biomarker biochimici di 
folati e Hcy con i livelli di metilazione di tale gene (Vineis et al., 2011).  
Inoltre in un sottogruppo di pazienti per i quali erano disponibili per ogni paziente i valori 
completi di Hcy, folati, vitamina B12 e la metilazione dei sei geni analizzati, è stata 
applicata un particolare tipo di ANN, la Auto-CM che ci ha permesso di mostrare 
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graficamente le connessioni tra le variabili studiate. La Auto-CM ha mostrato che bassi 
livelli di vitamina B12 erano direttamente connessi alla condizione di avere la MA, così 
come a bassi livelli di folati e ad alti livelli di Hcy. Al contrario bassi livelli di Hcy erano 
connessi ad alti livelli folati e di vitamina B12, a loro volta direttamente correlati ai 
controlli. Risultati simili sono già stati ottenuti con l’Auto-CM in due precedenti studi 
(Gallucci et al., 2014; Coppedè et al., 2013) e confermano i risultati di una recente meta-
analisi di un gran numero di risultati di letteratura che nel complesso suggerisce che ridotti 
folati e alti livelli di Hcy sono fattori di rischio per la MA (Shen e Ji, 2015). Inoltre i 
risultati ottenuti con le ANN confermano osservazioni fatte in precedenti lavori condotti in 
vitro e in animali modello che suggerivano uno stretto rapporto tra i folati e le vitamine del 
gruppo B e i livelli di metilazione dei geni coinvolti nella produzione del peptide β-
amiloide, come PSEN1 e BACE1 (Fuso et al., 2005; Fuso et al., 2011; Li et al., 2015a; Li et 
al., 2015b). Infatti la riduzione di folati e vitamina B12 in colture cellulari di 
neuroblastoma era legata a demetilazione della PSEN1, incrementati livelli delle proteine 
PSEN1 e BACE1, e aumentata produzione di peptide Aβ (Fuso et al., 2005). Risultati 
simili sono stati osservati nelle cellule cerebrali di topi alimentati con una dieta povera di 
folati, vitamina B12 e vitamina B6 (Fuso et al., 2008).  
L’analisi con le reti neuronali ha anche correlato bassi livelli di Hcy ad alta metilazione dei 
geni richiesti per le reazioni di metilazione del DNA (DNMT1, DNMT3A, DNMT3B e 
MTHFR), mentre bassi folati ed età avanzata erano correlati ad una loro bassa metilazione. 
Questi risultati confermano precedenti studi condotti in colture cellulari i quali hanno 
rivelato che l’acido folico può avere un impatto sui livelli di metilazione del DNA 
attraverso la modulazione di proteine richieste per le reazioni di metilazione del DNA 
(Fuso et al., 2011; Li et al., 2015a; Li et al., 2015b).  
Nel loro insieme i dati emersi dallo studio 1 indicano che condizioni di riduzione dei folati 
ed aumentati livelli di Hcy, situazione spesso osservata nei pazienti con MA, potrebbero 
contribuire a modificazioni dei livelli di metilazione del DNA che sono stati spesso 
osservati nel sangue e nel cervello di questi individui (Millan, 2014). 
Nel secondo studio di questo lavoro di tesi è stato analizzato lo stato di metilazione di 
numerosi geni codificanti per proteine coinvolte nella riparazione del DNA, il cui deficit è 
stato associato da numerosi studi alla MA (Coppedè e Migliore, 2015). Sia l’analisi 
mediante gli array di metilazione che la MS-HRM hanno evidenziato che i geni analizzati 
sono altamente ipometilati nel DNA estratto da cellule del sangue periferico di individui 
affetti da MA e nei controlli sani e nessuna differenza è stata osservata tra i due gruppi. Il 
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fatto che due tecniche indipendenti, una richiedente il trattamento con sodio bisolfito e 
l’altra no, abbiamo fornito il medesimo risultato rappresenta una valida conferma della 
bontà del risultato ottenuto. Il gene che ha mostrato la differenza maggiore tra gli individui 
con MA e i controlli è stato BRCA1 (p = 0.013), la cui significatività non raggiunge 
comunque quella stabilità a priori in seguito alla correzione di Bonferroni (p = 0,008). Il 
gene BRCA1 codifica per una proteina coinvolta nella trascrizione e nel riparazione del 
danno al DNA a doppio filamento e rappresenta il maggiore fattore di rischio genetico per 
il cancro al seno (Zhang e Long, 2015). Incrementati livelli di danno a doppio filamento 
sono stati riportati nella MA (Adamec et al., 1999), e un recente studio ha evidenziato che 
vi è una diminuzione di BRCA1 nei cervelli di pazienti con MA (Suberbielle et al., 2015). 
Nel presente lavoro di tesi BRCA1 è risultato essere ipometilato sia con l’array di 
metilazione che con la MS-HRM. Un simile pattern di metilazione è stato osservato per 
altri geni coinvolti nella riparazione del danno al DNA a doppio filamento, inclusi BRCA2, 
FEN1, MRE11A, RAD50 e RAD51. Di questi è stato riportato che il complesso Mre11 è 
ridotto nella corteccia di individui con MA rispetto ai controlli neurologicamente sani 
(Jacobsen et al., 2004). Tra gli altri geni analizzati nello studio 2 di particolare interesse per 
la MA è OGG1 che codifica per la 8-oxoguanosina DNA glicosidasi, la cui funzione è 
quella di rimuovere le guanine ossidate (8-oxo-G) dal DNA nel meccanismo BER. La 8-
oxo-G rappresenta la più frequente lesione ossidativa osservata nel nDNA e mtDNA in 
cervelli post-mortem, così come nel CSF e nei linfociti del sangue di pazienti con MA e 
MCI (Coppedè e Migliore, 2015; Mecocci et al., 1994). Molti ricercatori hanno riportato 
diminuita attività di OGG1 in regioni cerebrali di pazienti con MA e MCI (Iida et al., 2002; 
Lovell et al., 2007; Shao et al., 2008; Weissman et al., 2007). Inoltre una diminuita 
espressione di OGG1 è stata osservata nei linfociti di pazienti con MA durante la 
progressione dagli stadi più precoci a quelli più tardivi della malattia, rare mutazioni di 
OGG1 sono state trovate in campioni cerebrali così come comuni polimorfismi di OGG1 
sono stati investigati come potenziali fattori di rischio per la MA (Coppedè et al. 2007b; 
Dorzewska et al., 2009; Jacob et al., 2013; Mao et al., 2007). Inoltre uno studio condotto in 
cellule gliali murine ha rivelato che l’inibizione dell’attività delle DNMT mediante la 
somministrazione di SAH induce modificazioni nella metilazione di OGG1 ed incrementa 
il danno ossidativo (Lin et al., 2011). Altre proteine del BER sono risultate essere alterate 
nei cervelli di pazienti con MA o MCI e in cellule in coltura, incluse l’APE1, la quale è 
stata trovata sovraespressa in regioni cerebrali danneggiate e in cellule del sangue, e sia i 
livelli della Polβ che dell’ uracil DNA glicosidasi (UDG) risultano ridotti in campioni 
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cerebrali (Maynard et al., 2015; Tan et al., 1998; Weissman et al., 2007). Inoltre 
polimorfismi del gene XRCC1, codificanti per la proteina XRCC1 (X-ray repair cross 
complementing protein 1) sono stati associati ad un incrementato rischio di sviluppare la 
MA (Dogru-Abbasoglu et al., 2007; Kwiatkowski et al., 2015). 
Alcuni polimorfismi della PARP-1 sono stati associati all’insorgenza della MA 
(Kwiatkowski et al., 2015; Liu et al., 2010). In letteratura non sono riportati lavori atti a 
valutare la metilazione di PARP-1 in individui affetti dalla MA ed i dati ottenuti per questo 
gene, sia con gli array di metilazione che con la MS-HRM mostrano demetilazione del 
gene.  
Nel presente lavoro è stato anche deciso di studiare il gene MGMT, in quanto un recente 
lavoro ha riportato che i livelli della proteina MGMT nel CSF di individui con MA sono 
ridotti rispetto ai controlli (Olàh et al., 2015). Anche per questo gene è stata osservata 
demetilazione sia nel sangue dei pazienti con MA che dei controlli. Il gene MLH1 codifica 
per una proteina coinvolta nel MMR ed è silenziato nel 15-20% dei casi sporadici di 
cancro al colon (Coppedè et al., 2014; Li et al., 2013). Sia l’array che la MS-HRM hanno 
mostrato che il gene è demetilato sia negli individui MA che nei controlli. Analogamente 
anche altri geni coinvolti nel MMR, come MLH3, MSH2, PMS2, POLD3 sono risultati 
essere ipometilati. 
Al momento non sono disponibili in letteratura studi in cui sia stato indagato il potenziale 
ruolo dell’epigenetica sui meccanismi di riparazione al DNA. Tuttavia è stato proposto un 
modello nel 2009, in seguito a studi condotti su primati non umani e roditori, che ha messo 
in relazione l’esposizione ad inquinanti neurotossici nelle prime fasi dello sviluppo e 
l’induzione di modificazioni epigenetiche che potrebbero risultare in deficit nella 
riparazione di DNA ossidato in età avanzata in grado di determinare lo sviluppo di malattie 
neurodegenerative (Zawia et al., 2009). Questo modello mostra come l'esposizione al 
piombo durante le prime fasi dello sviluppo possa avere un impatto sull'espressione di geni 
chiave della MA, sul danno al DNA e sui fenomeni neurodegenerativi in senescenza. È 
stato infatti osservato che l’esposizione al piombo induce inibizione della metilazione delle 
isole CpG contenute nella regione promotrice di geni della coinvolti nella MA portando ad 
una sovraespressione dei geni stessi, durante la senescenza, con conseguente maggior 
produzione del peptide β-amiloide. Il peptide β-amiloide da un lato va ad aumentare la 
formazione delle placche senili, dall'altro invece induce la formazione di radicali liberi. I 
radicali liberi di conseguenza possono causare un danno ossidativo a carico della guanina 
contenuta nelle isole CpG portando alla formazione della 8Oxo-dG. Le modificazioni 
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epigenetiche subite da questi geni durante lo sviluppo renderebbero i neuroni più sensibili 
al danno cellulare durante la senescenza. Questo perché a livello delle isole CpG nelle 
regioni promotrici, la citosina metilata adiacente a una guanina ossidata potrebbe impedire 
agli enzimi di riparazione del danno ossidativo di svolgere la loro funzione probabilmente 
a causa dell'ingombro sterico del gruppo metilico aggiunto alla citosina (Zawia et al., 
2009). 
Lo studio del ruolo della metilazione del DNA nella MA ha finora dato risultati 
contrastanti ed è molto difficile poter definire il contributo di questo meccanismo 
epigenetico nella MA (Bennett et al., 2015; Sanchez-Mut e Gräff, 2015). Sebbene 
modificazioni della metilazione globale del DNA siano stati osservati in regioni cerebrali 
di cervelli post-mortem di individui con MA (Mastroeni et al., 2009), nessuno dei geni 
maggiormente implicati nella MA (APP, PSEN1, PSEN2) è emerso come chiaro 
biomarcatore della malattia in grandi studi caso-controllo (De Jager et al., 2014; Lunnon et 
al., 2014; Yu et al., 2015). Differenze di metilazione sono state osservate in diversi geni, 
come ad esempio ANK1, SORBS3, SORL1, ABCA7, BIN1 e TMEM59, tra i cervelli di MA 
e controlli (De Jager et al., 2014; Lunnon et al., 2014; Yu et al., 2015), ma è ancora 
altamente dibattuto se i cambiamenti osservati siano coinvolti nello sviluppo della malattia 
o siano piuttosto una conseguenza del processo neurodegenerativo. 
Uno degli ostacoli maggiori nella ricerca di marcatori epigenetici in malattie 
neurodegenerative come la MA è la difficoltà nel reperire il tessuto cerebrale. Infatti i 
marcatori epigenetici sono prevalentemente tessuto specifici e la metilazione osservata a 
livello periferico potrebbe non riflettere quella presente a livello cerebrale (Silva et al., 
2014). Tuttavia un importante vantaggio nell’utilizzo di tessuti periferici, di più agevole 
reperibilità, nello studio di malattie del SNC è quello di poter studiare gli eventi molecolari 
associati alla MA in differenti stadi della malattia, mentre lo studio sui cervelli post-
mortem fornisce solo una istantanea del risultato dei processi patogenetici della MA, i 
quali non riflettono necessariamente i meccanismi che portano alla malattia. Studi condotti 
sul sangue periferico di pazienti diagnosticati con uno stadio precoce di MA, come gli MCI 
o con una forma preclinica di MA, sono scarsi e quelli condotti su pazienti con MA hanno 
fornito dati non chiarificatori (Bennett et al., 2015; Sanchez-Mut e Gräff, 2015). Sebbene 
differenze nella metilazione globale del DNA estratto da sangue di pazienti MA e controlli 
siano state riportate (Bollati et al., 2011), i principali geni della MA sono sempre risultati 
essere altamente demetilati sia nei pazienti MA che nei controlli (Carboni et al., 2015; 
Piaceri et al., 2015). Molti altri loci genici sono stati suggeriti come potenziali biomarcatori 
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periferici di metilazione, ma le osservazioni non sono state replicate (Bennet et al., 2015; 
Sanchez-Mut e Gräff, 2015), così che la ricerca di biomarcatori di metilazione periferici 
per la MA è ancora in atto. Risultati interessanti sono emersi da uno studio mediante 
approccio epigenome-wide eseguito su tessuto cerebrale post-mortem e sangue periferico 
pre-mortem degli stessi individui (Lunnon et al., 2014). Questi autori hanno osservato un 
gran numero di loci differentemente metilati nel sangue dei pazienti con MA, molti dei 
quali in prossimità di geni implicati nella patogenesi della MA. Sebbene questi siti 
differenzialmente metilati erano diversi da quelli identificati nei cervelli post-mortem, 
erano comunque associati a geni noti per essere differenzialmente espressi nel sangue 
periferico di pazienti con MA e MCI (Lunnon et al., 2013; Lunnon et al., 2014). 
In un recente lavoro mediante un approccio epigenome-wide sono stati analizzati i livelli di 
metilazione del DNA estratto da linfociti CD4+ del sangue periferico e da tessuto cerebrale 
post-mortem di 41 individui anziani, dei quali più della metà è stato diagnosticato come 
affetto da MA all’esame autoptico (Yu et al., 2016). Da questo lavoro è emerso che il 
46,8% dei 420,131 siti CpG analizzati mostravano una metilazione differente tra i due 
tessuti e nessuna correlazione con la patologia è stata osservata nel tessuto periferico. Gli 
autori hanno quindi concluso che biomarcatori epigenetici nelle cellule periferiche CD4+ 
non riflettono quelli presenti a livello cerebrale e hanno suggerito che ulteriori studi 
debbano essere eseguiti per meglio comprendere l’utilità dell’uso di tessuti periferici per 
ricercare marcatori di malattie del SNC. Tra i maggiori limiti di questo lavoro, si ritrova 
l’uso di un solo sottotipo di cellule presenti nel sangue periferico, e il fatto che sia stato 
utilizzato tessuto cerebrale post-mortem, il quale potrebbe non riflettere l’assetto 
epigenetico del tessuto cerebrale di una persona ancora in vita. Ci sono infatti evidenze che 
diversi fattori, come il pH, l’intervallo che intercorre tra la morte cerebrale e il recupero del 
DNA e i metodi di conservazione dei campioni, potrebbero avere degli effetti importanti 
sulla metilazione del DNA (Pidsley et al., 2016). In questo senso in un altro recente lavoro 
è stato analizzata mediante un approccio epigenome-wide, la metilazione del DNA estratto 
da biopsie del lobo temporale e da cellule del sangue periferico di 12 pazienti affetti da 
epilessia (Walton et al., 2016). Il maggior punto di forza di questo lavoro è stato quello di 
poter analizzare la metilazione del DNA estratto da cervelli di pazienti viventi e da DNA 
estratto dal loro stesso tessuto periferico. Gli autori hanno osservato che solo il 7.9 % dei 
siti CpG analizzati mostrava un’alta correlazione nei livelli di metilazione tra i  due tessuti, 
una proporzione, che sebbene piccola, era comunque maggiore di quella prevista. Quindi, 
sebbene la metilazione del DNA a livello del tessuto periferico non rifletta completamente 
52 
 
la metilazione a livello cerebrale, possono essere comunque identificati dei marker 
specifici la cui metilazione periferica coincide con quella del tessuto cerebrale o che correli 
con i meccanismi fisiopatologici della MA. Ad esempio in uno studio di quest’anno è stato 
osservato che la regione genica NCAPH2/LMF2 è ipometilata in pazienti con MA e MCI 
rispetto ai controlli neurologicamente sani (Kobayashi et al., 2016). Lo stesso gruppo ha in 
seguito osservato che l’atrofia ippocampale tipica dei pazienti con MA è correlata con i 
livelli di metilazione di NCAPH2/LMF2 (Shinagawa et al., 2016). Questi geni sono 
associati alla mitosi e alla maturazione e il trasporto delle lipoproteine e sarebbero in grado 
di indurre apoptosi delle cellule neuronali. 
Concludendo, in questo lavoro di tesi sono state ricercate differenze nella metilazione di 
alcuni geni critici nel sangue periferico di pazienti affetti dalla MA e in controlli 
neurologicamente sani, e i risultati suggeriscono che per i geni indagati non vi sia 
differenza tra i pazienti con MA e i controlli neurologicamente sani. Non è comunque 
possibile escludere che altri geni non considerati in questo studio potrebbero mostrare 
differenze di metilazione a livello del sangue periferico di pazienti con MA. Inoltre altri 
meccanismi epigenetici, coma la modificazione delle code istoniche o la regolazione 
dell’espressione genica da parte degli RNA non codificanti, potrebbero essere utilizzati 
come biomarcatori di malattia. I risultati ottenuti con le analisi delle ANN hanno 
evidenziato interessanti correlazioni tra i valori ematici di metaboliti del ciclo dei folati e lo 
stato di metilazione di geni implicati nella MA, evidenze che fino ad ora erano emerse solo 
da studi in vitro e su modelli animali e che per la prima volta vengono osservate anche in 
studi sull’uomo. 
Nel loro insieme questi studi, che sono stati recentemente pubblicati (Tannorella et al., 
2015; Coppedè et al., 2016; Grossi et al., 2016), rivelano uno stretto legame tra il 
metabolismo dei folati e la metilazione di geni critici per la MA che meritano di essere 
ulteriormente investigati. 
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